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Die sieben Serotypen des Botulinum Neurotoxins (BoNT/A-G) und das Tetanus Neurotoxin 
(TeNT) gehören zur Familie der clostridiellen Neurotoxine (CNT). Diese AB-Toxine werden 
von Bakterien der Gattung Clostridium als 150 kDa große, einkettige Proteine produziert und 
bestehen aus einer leichten Kette (LC, 50 kDa, A-Untereinheit) und einer schweren Kette 
(HC, 100 kDa, B-Untereinheit). Die HC lässt sich in drei funktionell unabhängige Domänen 
unterteilen, die 50 kDa große Translokationsdomäne (HN), die C-terminal benachbarte 
HCN-Domäne, dessen genaue Funktion bisher noch unklar ist, und die endständige 
HCC-Domäne, welche für die neurospezifische Bindung an Motoneurone und die Rezeptor-
vermittelte Endozytose der CNT verantwortlich ist. Die HCN- und HCC-Domäne sind je 25 kDa 
groß und bilden zusammen das HC-Fragment. Die LCs sind Zinkmetalloproteasen, die im 
Cytosol der Zielzelle spezifisch verschiedene SNARE (soluble NSF attachment protein 
receptor) Proteine hydrolysieren, welche Bestandteil des Vesikel-Exozytose-Apparats sind. 
Dadurch wird die Neurotransmitterfreisetzung blockiert. Dies resultiert in einer spastischen 
bzw. einer schlaffen Lähmung, dem Tetanus bzw. Botulismus. Der vorwiegend auftretende 
Lebensmittelbotulismus entsteht durch orale Aufnahme eines Progenitortoxinkomplexes 
(PTC), in dem vier verschiedene nicht-toxische Neurotoxin-assoziierte Proteine (NAPs) das 
BoNT vor dem Abbau im Magen-Darm-Trakt schützen. 
Als erstes Ziel wird in dieser Arbeit die erste Kristallstruktur eines PTC, dem M-PTC 
bestehend aus BoNT/A und der nicht-toxischen nicht hämagglutinierenden Komponente 
(NTNHA), beschrieben. Mittels Mutations- und Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass 
das HC-Fragment von BoNT/A eine wichtige Rolle bei der Komplexbildung spielt und dass 
der PTC aufgrund eines komplexen Netzwerks aus sauren und basischen Aminosäuren im 
HC-Fragment pH-abhängig gebildet wird. 
Für die Aufnahme der CNT in neuronale Zellen gilt das Zwei-Rezeptor-Modell, wonach BoNT 
zunächst mittels Bindung an Polysialoganglioside an der Zelloberfläche angereichert werden. 
Anschließend führt die spezifische Bindung an seinen Proteinrezeptor zur Rezeptor-
vermittelten Aufnahme. Die Proteinrezeptoren von BoNT/A, B, E und G sind identifiziert. Für 
BoNT/A, B, E, F, G und TeNT sind die Gangliosidbindungstaschen und teilweise die Protein-
rezeptorbindungstaschen bekannt. Für BoNT/C und BoNT/D fehlen diese Informationen.  
Aufgrund der schwachen Potenz von BoNT/B in Menschen soll in dieser Arbeit die Bindung 
von BoNT/B an humanes Synaptotagmin-II (hSyt-II) analysiert werden. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Bindung des HC-Fragments von BoNT/B an hSyt-II durch den 
Aminosäureaustausch des L51 in hSyt-II statt des korrespondierenden F54 in Ratten Syt-II 
stark geschwächt wird. 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, die Bindungsmodi sowie die Bindungstaschen der 
Rezeptoren in BoNT/C und BoNT/D zu identifizieren und genauer zu charakterisieren.  
In dieser Dissertation konnten mittels der Kristallstrukturen der HC-Fragmente und 
zielgerichteter Mutationsstudien in BoNT/C und BoNT/D zwei Gangliosid- bzw. 
Kohlenhydratbindungstaschen identifiziert und näher charakterisiert werden. Beide 
Serotypen binden wie die anderen fünf BoNT mittels Ganglioside an die neuronale Zelle, 
besitzen aber wie TeNT zwei Gangliosidbindungstaschen. Den Bindungstaschen in BoNT/C 
und D fehlt aber das klassische Gangliosid-Bindungsmotiv. 
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The seven serotypes of botulinum neurotoxin (BoNT/A-G) and the tetanus neurotoxin (TeNT) 
belong to the family of clostridial neurotoxins (CNT). These AB toxins are produced by 
bacteria of the genus Clostridium as 150 kDa, single chain proteins and consist of a light 
chain (LC, 50 kDa, A unit) and a heavy chain (HC, 100 kDa, B unit). The HC can be divided 
into three functional independent domains, the 50 kDa translocation domain (HN), the 
neighbouring HCN domain whose function is unknown so far, and the final HCC domain that is 
responsible for the neurospecific binding to motoneurons and the receptor mediated 
endocytosis of the CNT. The latter two are each 25 kDa in size and constitute the HC 
fragment. The LCs are zinc metalloproteases that specifically hydrolyse specific SNARE 
(soluble NSF attachment protein receptor) proteins in the cytosol of the target cell that are 
part of the vesicle exocytosis machinery. That results in the blockage of neurotransmitter 
release, which leads to a spastic or flaccid paralysis: tetanus or botulism, respectively. The 
predominantly occurring food-borne botulism results from oral ingestion of the progenitor 
toxin complex (PTC), in which four different non-toxic-neurotoxin-associated proteins (NAPs) 
protect the BoNT from gastrointestinal degradation. 
In this work, the first crystal structure of the smallest PTC of BoNT/A (M-PTC) composed of 
BoNT/A and the non-toxic-non-hemagglutinating protein (NTNHA) is reported and the central 
role of the BoNT/A HC fragment is described. The pH dependent complex formation can be 
allocated to a complex network of acidic and basic residues in the HC-fragment. 
The uptake of CNT into neuronal cells follows a double receptor mechanism. First, the BoNT 
is enriched on the cell surface via binding to polysialogangliosides. Subsequently, the 
specific binding to its protein receptor is followed by receptor mediated uptake. The protein 
receptors of BoNT/A, B, E und G are identified. For BoNT/A, B, E, F, G und TeNT the 
ganglioside binding pockets and for some of them the protein receptor binding pocket are 
characterised. Information about BoNT/C und BoNT/D is lacking.  
Because of the low potency of BoNT/B in humans the binding of BoNT/B to human 
synaptotagmin-II (hSyt-II) should be analysed. The low potency of BoNT/B is due to the 
mutation F51L in hSyt-II in comparison to rat Syt-II, which drastically impairs the binding of 
the HC-fragment of BoNT/B to hSyt-II.  
Another aim of this work was to identify and further characterise the receptor binding pockets 
of BoNT/C and BoNT/D.  
Employing crystallization of the HC fragments and biochemical mutagenesis studies two 
carbohydrate binding pockets were identified in BoNT/C and D and further characterised. 
Both serotypes bind to neuronal cells via gangliosides similar to the other five serotypes but 
possess each novel types of ganglioside binding pockets. The binding pockets of BoNT/C 
and D lack the canonical ganglioside binding motif.  
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Å Angström 1Å=10-10m 
AS Aminosäure 
ATP Adenosintriphosphat 
B4galnt1 Beta-1,4 N-acetylgalactosaminyltransferase 1  
BoNT Botulinum Neurotoxin 
BoNT/A-G Botulinum Neurotoxin Serotyp A bis G 
BoNT/Ai inaktive Form des BoNT/A 
C. Clostridium 
CD zervikale Dystonie 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
Cer Ceramide 
CGN Kleinhirngranullarneuronen (cerebellar granular neurons) 
CNT Clostridielle Neurotoxine 
cSyt Schimpansen Synaptotagmin 
Da Dalton 
E. coli Escherichia coli 
ee frühes Endosom 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
et al. et alii 















HA Hämagglutinin  
HC C-terminale Hälfte der HC, Bindungsdomäne, 50 kDa 
HC Schwere Kette, 100 kDa 
HCC C-terminaler Teil der HC, 25 kDa 
HCN N-terminaler Teil der HC, 25 kDa 
HCX HC-Fragment von BoNT/X oder TeNT 
HN N-terminale Hälfte der HC, Translokationsdomäne, 50 kDa 
hSyt humanes Synaptotagmin 
i.p. intraperitonal 
ITC isotherme Titrationskalorimetrie 
KO Knock out 
KWKG  Kriegswaffenkontrollgesetz 
Lac-Cer Lactose-Ceramid 
LC Leichte Kette, 50 kDa 
LD4 luminale Domäne 4 von SV2 
LD50 mediane letale Dosis  





MALDI Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation  
MMWR Morbidity and Mortality Weekly Report 
MPN mouse phrenic nerve 
MS Massenspektrometrie 
mSyt Maus Synaptotagmin 
NAcGal N-Acetylgalactosamin 
NAcNeu N-Acetylneuraminsäure (Sialinsäure) 
NAP nicht-toxische Neurotoxin-assoziierte Proteine 
NGF Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor) 
nHC C-terminale Hälfte des NTNHA 
nHN N-terminale Hälfte des NTNHA 
nLC Leichte Kette des NTNHA 
NMJ motorische Endplatte (neuromuscular junction) 
NSF N-Ethylmaleimid sensitiver Faktor  
NTNHA nicht toxisch, nicht hämagglutinierend 
NTNHA-A NTNHA von BoNT/A 
PCR Polymerase Kettenreaktion 




RMSD root mean square deviation 
rRNA ribosomale Ribonukleinsäure 




SNAP-25 Synaptosomen assoziiertes Protein von 25 kDa 
SNARE soluble NSF attachment protein receptor 
St8sia1 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 
sv synaptisches Vesikel  
SV2 Synaptisches Vesikel Glykoprotein 2 
SV2/A, /B, /C Isoform A, B und C von SV2 
Syt Synaptotagmin 
Syt-I, -II Isoform I und II von Syt 
TeNT Tetanus Neurotoxin 
ToF Flugzeit (time of flight) 
v. Chr. vor Christus 








Die Botulinum Neurotoxine (BoNT) gehören zu den potentesten Toxinen für den Menschen 
(Lamanna 1959). Seine mediane letale Dosis (LD50) liegt bei ca. 1 ng pro kg Körpergewicht 
i.p. (Gill 1982). In Folge dessen wird es vom Centers for Disease Control and Prevention 
(CDC) auch als eines von sechs category A select agents gelistet, zu denen auch Anthrax, 
die Pest, Pocken, Tularämie und Hämorrhagische Fieber gehören (He et al. 2007). Aufgrund 
ihrer hohen Toxizität gelten die Botulinum Neurotoxine auch als Biowaffe (Bigalke und 
Rummel 2005; Dhaked et al. 2010). Andererseits finden sie aber auch breite kosmetische 
und medizinische Anwendungen. 
 
1 Clostridium botulinum  
Serologisch lassen sich sieben Serotypen des Botulinum Neurotoxins, benannt BoNT/A bis 
BoNT/G, unterscheiden (Hatheway 1990; Lindström und Korkeala 2006). Die Neurotoxine 
werden zum größten Teil von dem gram-positiven, obligat anaeroben, stäbchenförmigen und 
sporenbildenden Bakterium Clostridium botulinum produziert (van Ermengem 1897). Die 
Serotypen BoNT/E und BoNT/F werden auch von C. butyricum bzw. C. baratii synthetisiert 
(Hall et al. 1985; Aureli et al. 1986). 
Die Clostridienstämme werden genotypisch und phänotypisch in vier Gruppen eingeteilt 
(Hatheway 1990; Collins und East 1998; Lindström und Korkeala 2006; Hill et al. 2007, s. 
Abbildung 1): Zu Gruppe I zählen die proteolytischen Clostridienstämme, welche BoNT/A, B 
und F exprimieren, sowie die bivalenten Stämme, deren Plasmid-DNA BoNT/AB, AF und BF 
kodiert. Diese Stämme sind nah verwandt mit C. sporogenes. Die Gruppe II beinhaltet die 
nicht-proteolytischen Stämme, welche einkettige BoNT/B, E und F produzieren. Die BoNT 
der Gruppen I und II verursachen Botulismus beim Menschen. Die Stämme, die BoNT/C und 
D sowie die Nichtneurotoxine C2 und C3 produzieren, gehören zur Gruppe III, sind sehr nah 
verwandt mit C. novyi und C. haemolyticum und sind hauptsächlich für Botulismus bei Tieren 
verantwortlich (Collins und East 1998; Lindström et al. 2004). Obwohl BoNT/C bisher noch 
kein Fall von Lebensmittelbotulismus aber ein Fall von Säuglingsbotulismus (Oguma et al. 
1990) zugeschrieben worden ist, haben Coffield et al. 1997 gezeigt, dass BoNT/C auch sehr 
effektiv bei der Paralyse der menschlichen neuromuskulären Endplatte (NMJ) ist, wenn es 
direkt in den Muskel injiziert wird. Parallel wurde BoNT/C auch als therapeutische Alternative 
für BoNT/A vorgeschlagen (Eleopra et al. 1997; Eleopra et al. 2004). Im Gegensatz dazu soll 
BoNT/D nicht die neuromuskuläre Übertragung in menschlichem Gewebe blockieren 
(Coffield et al. 1997). Unter den sieben BoNT Serotypen hat BoNT/C mit 52,2 % identischen 





Serotyp C und D besitzen eine besondere Genstruktur, in welcher die ersten zwei Drittel des 
bont Gens sich von BoNT/C und das letzte Drittel sich von BoNT/D ableiten lässt oder 
umgekehrt. Diese Stämme werden als C/D bzw. D/C Mosaikstämme bezeichnet (Moriishi et 
al. 1996; Nakamura et al. 2009). BoNT/G bildet die Gruppe IV. Für diesen Serotyp sind 
bisher keine neuroparalytischen Erkrankungen im Menschen bekannt, es wurde aber von 
Krankheitsfällen mit plötzlichem Tod berichtet (Sonnabend et al. 1981; Zhang et al. 2010a).  
 
Abbildung 1: Dendrogramm mit den phylogenetischen 
Positionen von Clostridium botulinum der Gruppen I bis IV.  
Das Cluster I Clostridium basiert auf 16S rRNA Gensequenzen. 
Der Baum wurde mittels der neighbour-joining method generiert. 
(Collins und East 1998).  
 
Systematische Genomsequenzierungen ergaben Varianten von bont-Genen, deren 
Sequenzunterschiede auf Aminosäureebene zwischen 2,6 % bis 31,6 % liegen. Diese BoNT 
zählen trotzdem zum gleichen Serotyp, aber bilden einen neuen Subtyp dieses BoNT-





Unterschiede können die Bindung und Neutralisation durch Antikörper beeinflussen. Deshalb 
ist es wichtig, diese Sequenzvariabilitäten bei der Herstellung von diagnostischen und 
therapeutischen Antikörpern zu beachten (Smith et al. 2005).  
Zusammen mit dem Tetanus Neurotoxin (TeNT) bilden die sieben BoNT die Familie der 
clostridiellen Neurotoxine (CNT). TeNT (Kitasato 1891) wird durch das Bakterium C. tetani 
(Brüggemann et al. 2003) produziert und hat mit den BoNT Serotypen eine 
Sequenzhomologie von 65 % und eine Identität von 35 % (Lacy und Stevens 1999, s. 
Abbildung 1). Die CNT gehören zu den AB-Toxinen. 
 
2 Botulismus und Tetanus 
2.1 Tetanus 
Von der Infektionskrankheit Tetanus wurde schon 400 v. Chr. durch Hippocrates berichtet 
(Pappas et al. 2008). Er nannte die beobachtete spastische Paralyse „Tetanus“ (griechisch: 
tetanos, Kontraktion; (Schiavo et al. 2000)). Die Erkrankung wird durch das Bakterium 
C. tetani, dessen Sporen im Erdreich weit verbreitet sind, verursacht. Eine Wunde bietet 
aufgrund der hier vorherrschenden Sauerstoffarmut eine hervorragende Umgebung für das 
Bakterium (Hatheway 1990). Nach Wundverschluss keimen die Sporen, die Bakterien 
vermehren sich und produzieren das Neurotoxin. Das TeNT gelangt somit direkt in die 
Blutbahn und erreicht die NMJ, wo es in Motoneurone aufgenommen wird. 
Abbildung 2: Wirkmechanismus der clostridiellen Neurotoxine TeNT und BoNT. 
Nach neurospezifischer Bindung (1) und Rezeptor-vermittelter Endozytose (2a) verbleibt BoNT 
(blau) im Motoneuron und TeNT (grau) wird retrograd-axonal zu den inhibitorischen 
Interneuronen transportiert (2b). Es folgt bei beiden die Translokation der leichten Kette (LC) in 





Das TeNT und die BoNT unterscheiden sich hauptsächlich in ihrem Wirkort (s. Abbildung 2): 
Die BoNT wirken an der NMJ (s. Abbildung 2, Montecucco und Schiavo 1994), wo sie die 
Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin in den synaptischen Spalt blockieren 
(Burgen et al. 1949; Dolly et al. 1984). Dies führt zur schlaffen Paralyse, dem Botulismus. Im 
Gegensatz dazu wird TeNT retrograd-axonal ins Rückenmark zu den inhibitorischen 
Neuronen transportiert (s. Abbildung 2), wo es die Freisetzung der Neurotransmitter Glycin 
und γ-Aminobuttersäure (GABA) blockiert (Mellanby und Green 1981). Dies resultiert in einer 
spastischen Lähmung, dem Tetanus, auch als Wundstarrkrampf bekannt (s. Abbildung 3).  
 
 
Abbildung 3: Ein an Tetanus erkrankter Soldat. 
Gemälde von Charles Bell mit dem Titel 
Opisthotonus (Tetanus) aus dem Jahre 1809. 
 
TeNT kann ebenso cholinerge Nervenenden blockieren, ist aber im Vergleich zu BoNT 
fünffach weniger potent an den postganglionären, cholinergen Enden und ca. 500-fach 
weniger toxisch an den Motoneuronen (Bigalke und Habermann 1980). Die Art und Weise, 
wie das Botulinum und das Tetanus Neurotoxin die Neuronen vergiften, ist aber in beiden 
Fällen die gleiche (Simpson 1986; Simpson 1989). Durch den unterschiedlichen Wirkort 
verursachen sie die Krankheitsbilder des Botulismus bzw. Tetanus (Schiavo et al. 2000; 
Herreros et al. 2000a). Seit 1927 gibt es einen Impfstoff gegen Tetanus. Dies hat dazu 
geführt, dass die Erkrankung des Tetanus zumindest in den Industrieländern nahezu 
ausgerottet ist. In den Entwicklungsländern stellt insbesondere der neonatale Tetanus mit 
mehr als 100.000 Todesfällen jährlich (2002: 180.000) aber noch eine große Gefahr dar 
(WHO), da es unbehandelt zum Tod führen kann. Ebenso tritt diese Infektionskrankheit auch 
sehr häufig bei Pferden und anderen Einhufern auf, so dass diese ebenfalls 
grundimmunisiert werden. Außerdem sind Wiederkäuer und Schweine anfällig, wohingegen 
Vögel nahezu resistent sind (Patel und Rao 1966). 
 
2.2 Botulismus im Menschen 
Die Krankheit Botulismus wird durch das stärkste bekannte Toxin Botulinum Neurotoxin 





19. Jahrhundert wurde diese Erkrankung zum ersten Mal durch den Mediziner Justinus 
Kerner (1786-1862) beschrieben (Kerner 1817). Sie war nach dem Verzehr von roher oder 
schlecht verarbeiteter Wurst aufgetreten. Kerner versuchte die giftige Substanz aus der 
Wurst zu isolieren. Dies gelang ihm aber nicht. Die Erkrankung wurde als „Botulus 
Vergiftung“ bezeichnet (lateinisch: botulus, Wurst). Kerner mutmaßte damals schon, dass 
sich das Toxin aufgrund der vorherrschenden anaeroben Bedingungen in der Wurst 
entwickelt hatte. Zudem stellte er fest, dass es am motorischen und autonomen 
Nervensystem agiert und es selbst in kleinen Dosen letal war (Erbguth und Naumann, 1999). 
Er hat es schon zu seiner Zeit für den therapeutischen Gebrauch in Betracht gezogen 
(Kerner 1822). 
 
Abbildung 4: Meilensteine in der Botulismus Forschung (Zhang et al. 2010a). 
 
Trotzdem gab es lange Zeit keine neuen Erkenntnisse zum Toxin oder seiner genauen 
Herkunft. Erst 1897 beschrieb der belgische Bakteriologe Emile van Ermengem (1851-1922) 
wieder eine Epidemie, bei der 30 Menschen durch den Verzehr von rohen Schinken vergiftet 
wurden (s. Abbildung 4). Es gelang van Ermengem als Erstem, das Bakterium Clostridium 
botulinum aus dem Schinken zu isolieren. Er nannte den Organismus damals zunächst 
Bacillus botulinus (van Ermengem 1897), später wurde dieser in Clostridium botulinum 
umbenannt. Snipe und Sommer gelang es 1928 zum ersten Mal das Botulinum Neurotoxin 
zu isolieren (Snipe und Sommer 1928). 1949 wurde zum ersten Mal entdeckt, dass das 
BoNT die Freisetzung der Neurotransmitter blockiert (Burgen et al. 1949). 
Mittlerweile sind fünf verschiedene Formen des Botulismus im Menschen bekannt (Zhang et 
al. 2010a):  
1. Lebensmittelbotulismus (food-borne botulism) 





3. Säuglingsbotulismus (infant botulism) / darmgebundener Botulismus (adult botulism) 
4. Iatrogener Botulismus (iatrogenic botulism). 
5. Inhalativer Botulismus (inhalativ botulism) 
Beim Lebensmittelbotulismus handelt es sich um die klassische Botulismusform. Hierbei 
erfolgt die Erkrankung nach Aufnahme des Toxins aus der Nahrung. Die Ursache ist mit 
Bakteriensporen kontaminierte Nahrung in Konservendosen, wie z.B. selbst eingemachte 
Bohnen, die anschließend nicht ausreichend abgekocht wurden. Bakteriensporen sind bis 
120°C hitzeresistent und präferieren einen pH-Wert über 5 (Cherington 2004). 
Lebensmittelbotulismus wird überwiegend durch BoNT/A, B und E hervorgerufen, wobei 
schon kleine Mengen des Toxins ausreichen. BoNT/E wird dabei meistens mit Fällen durch 
kontaminierten Fisch in Verbindung gebracht (Cherington 2004).  
Wenn sich Sporen von Clostridium botulinum in einer wiederverschlossenen Wunde 
vermehren und dort das Toxin sezernieren, führt dies ebenfalls zur neuroparalytischen 
Erkrankung. In diesem Fall handelt es sich um Wundbotulismus. Dieser tritt seit 1994 
vermehrt im Zusammenhang mit Heroinmissbrauch und kontaminiertem Spritzenmaterial auf 
(Passaro et al. 1998; Thomas und Haji-Michael 2003; Kuhn et al. 2006; Wenham 2008; 
Abavare und Abavare 2011). 
Im dritten Fall, dem Säuglingsbotulismus, kommt es zur Vermehrung des Bakteriums im 
Darmtrakt, wo das Neurotoxin ausgeschieden wird. Der Darmtrakt von Säuglingen ist dem 
Bakterium noch nicht gewachsen, da ihm im Gegensatz zum Darmtrakt eines Erwachsenen 
sowohl die schützende bakterielle Darmflora als auch die Clostridien verhindernde saure 
Gallenflüssigkeit fehlen (Cherington 2004). So sollten Säuglinge bis zum Erreichen des 
ersten Lebensjahres z.B. keinen Honig essen, da dieser häufig C. botulinum Sporen enthält 
(Midura et al. 1979; Arnon 1980). Seit 1976 wird von dieser Form des Botulismus berichtet. 
Die meisten Fälle solcher Erkrankungen wurden durch die Serotypen A oder B ausgelöst, 
nur wenige durch Typ E und F (Hall et al. 1985; Aureli et al. 1986). 1990 haben Oguma et al. 
den ersten Fall von Säuglingsbotulismus ausgelöst durch BoNT/C, der eigentlich als 
tierpathogen galt, beschrieben (Oguma et al. 1990; Collins und East 1998; Lindström et al. 
2004). Die gleiche Form des Botulismus kann auch bei Erwachsenen auftreten, wenn diese 
eine Abnormalität im Darmtrakt, z. B. durch orale Breitspektrumantibiotikatherapie, 
aufweisen, so dass sich C. botulinum-Sporen ansiedeln können (Zhang et al. 2010a). In 
diesem Fall spricht man vom darmgebundenen Erwachsenenbotulismus. Diese Form ist 
aber sehr selten und wird auch als viszeraler Botulismus bezeichnet. 
Der iatrogene Botulismus ist ebenfalls sehr selten und kann bei der falschen Applikation des 





al. 2006). Eine weitere Form des Botulismus tritt nach Inhalation des BoNT durch die 
Aerosolbildung auf, welches für den Einsatz als Biowaffe missbraucht wird. Sanford et al. 
konnten 2010 zeigen, dass BoNT/A und B Botulismus durch Inhalation in Primaten ausgelöst 
haben (Sanford et al. 2010).  
Folglich bestehen mehrere Resorptionswege für das BoNT im menschlichen Körper: über 
den Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt; Lebensmittel- und Säuglingsbotulismus), über infizierte 
Wunden (Wundbotulismus) und über die Atemwege (Botulismus durch Inhalation). 
Anschließend wird es über die Blutbahn zu den peripheren cholinergen Synapsen 
transportiert und gelangt zu der NMJ (Simpson 2004). 
Die ersten Symptome eines Botulismus werden meist nicht unmittelbar mit einer 
BoNT-Vergiftung in Zusammenhang gebracht. Sie treten bereits wenige Stunden nach der 
Toxinaufnahme auf und äußern sich u.a. durch Mundtrockenheit einhergehend mit 
Schluckbeschwerden. Spätere Symptome sind Brechreiz, Krämpfe, Muskelschwäche, 
Doppelt-Sehen, Ataxie und final die Atemlähmung (Bigalke und Rummel 2005; Zhang et al. 
2010a).  
Aufgrund der geringen Menge an Toxin, die für eine schwere Erkrankung ausreichend ist, ist 
der Nachweis des Toxins im Blut und im Stuhl mittels ELISA oder PCR meistens schwierig 
und somit die Labordiagnose häufig unmöglich oder erfolgt erst in einem späten Stadium. 
Die jeweilige Therapie richtet sich folglich zunächst gegen die auftretenden Symptome. Zur 
Therapie ist aber auch ein trivalentes Pferdeantiserum gegen BoNT/A, B und E (Behring) in 
Deutschland zugelassen. Im März 2010 hat die FDA das bivalente Botulinum Antitoxin AB 
und das monovalente Botulinum Antitoxin E (BAT-AB and BAT-E, Sanofi Pasteur) durch ein 
heptavalentes (ABCDEFG) Botulinum Antitoxin (HBAT, Cangene Corporation) aus Pferd 
ersetzt (Arnon et al. 2001; Zhang et al. 2010a) (MMWR / March 19, 2010 / Vol. 59 / No. 10). 
Für die Behandlung von Säuglingsbotulismus steht das pentavalente BabyBIG®, welches 
humanes Antiserum gegen BoNT/A, B, C, D und E enthält, zur Verfügung (Arnon et al. 2001; 
Long 2007). Neben dieser passiven Immunisierung liegt der Fokus auch auf der aktiven 
Immunisierung mit Toxoiden. Allerdings ist seit November 2011 die Abgabe des 
pentavalenten BoNT/A, B, C, D und E-Toxoid als „investigational drug“ durch die CDC 
eingestellt worden (MMWR / October 28, 2011 / Vol. 60 / No. 42). Baldwin et al. haben 2008 
den ersten aus Escherichia coli erhaltenen Impfstoff basierend auf den sieben 
HC-Fragmenten der BoNT (HCX) hergestellt, der alle sieben BoNT Serotypen effektiv 
neutralisiert (Baldwin et al. 2008). Ethisch bedenklich wäre aber die Immunisierung der 
Zivilbevölkerung mit dem Antigen, weil eine therapeutische und kosmetische Anwendung der 





Im Jahr 2009 gab es sieben Botulismusfälle in Deutschland (RKI 2009). In der EU wurden 
2009 185 Fälle gemeldet, von denen 132 labordiagnostisch bestätigt werden konnten. Bei 
weniger als 10 % dieser Fälle handelte es sich um Säuglingsbotulismus (ECDC 2011). In 
den USA wurden dem CDC 2009 121 Botulismusfälle gemeldet: elf Lebensmittel-, 84 
Säuglings-, 23 Wund- und drei Botulismusfälle mit unbekannter Ursache (CDC 2011). Bei 
den Fällen, bei denen der Toxintyp bekannt war, handelte es sich hauptsächlich um Typ A 
und B, selten auch um Typ E oder F (CDC 2011).  
 
2.3 Botulinum Neurotoxin im Komplex  
Das Bakterium Clostridium botulinum setzt sogenannte Progenitortoxinkomplexe (PTC) frei, 
die durch die nicht-kovalente Assoziation des Neurotoxins mit weiteren Proteinen, den nicht-
toxischen Neurotoxin-assoziierten Proteinen (NAP), gebildet werden (Oguma et al. 1995; 
Inoue et al. 1996; Hines et al. 2005). Zu den NAPs zählen eine nicht-toxische, nicht-
hämagglutinierende (NTNHA) Komponente (~ 140 kDa) und drei verschiedene Proteine mit 
Hämagglutinin Aktivität (HA), die nach ihrer Größe benannt sind: HA-17, HA-33, HA-70.  
Tabelle 1: Proteine des Progenitortoxinkomplexes nach 
Serotyp sortiert (modifiziert nach Hines et al. 2005). 
 
Proteine im Serotyp: 
A1 A2 B C D E F G 
BoNT BoNT BoNT BoNT BoNT BoNT BoNT BoNT 
NTNHA NTNHA NTNHA NTNHA NTNHA NTNHA NTNHA NTNHA 
HA-33   HA-33 HA-33 HA-33       
HA-17   HA-17 HA-17 HA-17     HA-17 
HA-70   HA-70 HA-70 HA-70     HA-70 
 
Das ntnha bildet mit den drei ha Genen ein stromaufwärts des bont Gens positioniertes 
Cluster (s. Abbildung 5), der aber in seiner Zusammensetzung und Organisation zwischen 
den einzelnen Serotypen variiert (s. Tabelle 1, Johnson und Bradshaw 2001; Dineen et al. 
2003). Das NTNHA kommt in allen BoNT produzierenden Stämmen vor und ist mit einer 
Aminosäuresequenzidentität von 70 % hoch konserviert (East und Collins 1994; Bhandari et 
al. 1997). Die HAs agieren als Adhäsine, die es dem PTC ermöglichen, an Darmepithelzellen 
und Erythrozyten zu binden sowie über die Darmepithelzellmonolayerschicht transportiert zu 
werden (Fujinaga et al. 2004; Ito et al. 2011). 
Es existieren drei verschiedene Formen des PTC (Sugii und Sakaguchi 1975). Der kleinste 
Komplex (M-PTC, 12S) besteht aus dem BoNT und dem NTNHA und hat eine Größe von ca. 
300 kDa. In den Serotypen BoNT/A2-4, E und F kommt ausschließlich diese Komplexform 
vor, da die ha Gene gänzlich fehlen (East und Collins 1994; Bhandari et al. 1997). In den 





produziert (Hauser et al. 1994). Diese bestehen neben dem BoNT und NTNHA aus HA 
Proteinen und werden je nach Anzahl der HAs als L- (16S, ~500 kDa) oder LL-Komplex 
(19S, ~900 kDa) bezeichnet. Der LL-Komplex kommt nur mit BoNT/A1 vor und wird u.a. als 
Dimer bestehend aus zwei L-Komplexen, die über acht HA-33 verbunden sind, beschrieben 
(Inoue et al. 1996). Im Typ G tritt der L-Komplex auf (Terilli et al. 2011), aber ohne das 
HA-33, da das Gen ha-33 fehlt (Bhandari et al. 1997).  
Der molekulare Aufbau des PTC ist größtenteils unbekannt. Es existieren bisher lediglich 
zwei schwach aufgelöste EM-Strukturen (Burkard et al. 1997; Hasegawa et al. 2007) sowie 





















Abbildung 5: Genorganisation des boNT Clusters (Hill et al. 2010). 
 
Die Komplexproteine schützen das Neurotoxin im Magen-Darm-Trakt vor dem Abbau durch 
sauren pH oder Pankreaseenzyme (Kubota et al. 1998; Mutoh et al. 2003; Simpson 2004). 
Folglich ist die orale Toxizität des BoNT-Komplexes um das 1000-fache höher als die des 
aufgereinigten Neurotoxins (Ohishi et al. 1977; Ohishi et al. 1981). Bei physiologischem 
pH-Wert während der Absorption vom Darm in die Blutbahn dissoziiert der Komplex sofort in 
das Neurotoxin und die nicht toxischen Komponenten (Fujii 1995; Simpson 2004; Eisele et 
al. 2011), so dass nur das Neurotoxin in die Blutbahn gelangt (Maksymowych und Simpson 
1998). Im Gegensatz zum BoNT ist das TeNT weder mit NTNHA noch HAs assoziiert, da die 
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2.4 Botulismus in Tieren  
BoNT/A, B, E und selten auch F lösen Botulismus im Menschen aus. Die beiden Serotypen 
C und D sind hingegen für Botulismusfälle in Tieren verantwortlich. So sind zahlreiche Fälle 
bei Pferden, Rindern, Löwen, Hetzhunden und Pavianen beschrieben worden (Critchley 
1991). Für die Botulismusfälle in Pferden werden sowohl BoNT/A (Johnson et al. 2010) als 
auch BoNT/C (Heath et al. 1990) verantwortlich gemacht. 
Ebenso wird von Fällen in Schafen und Schweinen sowie in Vögeln, Hühnern und 
Truthähnen berichtet (Critchley 1991). Auch in Hunden sind Botulismusfälle bekannt (Uriarte 
et al. 2010). Außerdem sind Botulismusfälle durch Typ C in Füchsen beschrieben, obwohl 
Füchse eigentlich als resistent gegen BoNT gelten (Lindström et al. 2004). In Nerzen sind 
ebenfalls Botulismusausbrüche durch Typ C bekannt (Lindström et al. 2004). BoNT/D 
vergiftet effizient Ratten und Mäuse sowie verschiedene Wiederkäuer (Woodward et al. 
2003). 
Auch in Tieren wird zwischen klassischem und viszeralem Botulismus unterschieden. Im 
ersten Fall wird das Neurotoxin über das Futter aufgenommen, während im zweiten Fall das 
Bakterium C. botulinum aufgenommen und das Toxin erst im Darm des Tieres produziert 
wird. Beim viszeralen Botulismus handelt es sich meistens um eine schleichende 
Darminfektion, die sich nach der Aufnahme des Bakteriums über mehrere Monate hinziehen 
kann. In beiden Fällen zeigen sich bei den betroffenen Tieren ähnliche Symptome wie im 
Menschen (s. Kap. 2.2, (Böhnel et al. 2001)).  
Hier kann nicht ausgeschlossen werden, dass C. botulinum vom Tier auf den Menschen 
übertragen wird. Daher handelt es sich beim Botulismus um eine Zoonose (Conraths et al. 
2004; European Parliament L 325/31). 
 
3 BoNT in der Kosmetikindustrie und in der Medizin 
Trotz ihrer neurotoxischen Wirkung finden die Botulinum Neurotoxine auch Anwendung in 
der Kosmetik und in der Medizin, wo sie unter den Markennamen wie BOTOX®, Dysport® 
und Xeomin® (BoNT/A) sowie MYOBLOC®/NeuroBloc® (BoNT/B) bekannt sind. 
Kosmetische Anwendung finden sie bei der Faltenglättung. Die erste Behandlung erfolgte 
bereits 1992, die offizielle Zulassung zur kosmetischen Anwendung folgte aber erst 2002 
(Lewis 2002). Da die Paralyse der NMJ reversibel ist, erfordert die Aufrechterhaltung der 
Relaxation der Muskeln wiederholte Injektionen je nach Serotyp alle drei bis vier Monate 
(Davletov et al. 2005). 





1999; Jankovic 2004). So war der amerikanische Augenarzt Alan Scott vermutlich der erste, 
der das Gift gegen das Schielen einsetzte (Scott 1981). Da BoNT/A die höchste Potenz und 
somit den längsten paralysierenden Effekt der sieben BoNT Serotypen hat (Dolly 2003; 
Foran et al. 2003a), wird hauptsächlich BoNT/A für die Behandlung von neurologisch 
bedingten Fehlstellungen verwendet, wie z.B. für Dystonien (Bewegungsstörungen) vom Typ 
Blepharospasmus (Lidkrampf) oder Torticollis spasmodicus (Schiefhals). Bei diesen 
zervikalen Dystonien wird neben BoNT/A auch BoNT/B eingesetzt. Allerdings wird vom 
BoNT/B im Menschen eine ~ 40-fach höhere Dosis zur Behandlung benötigt als von BoNT/A, 
obwohl in der Maus der Potenzunterschied lediglich Faktor 3-5 beträgt (Callaway 2004; 
Comella et al. 2005; Hunt 2007; Allergan_Inc. 2011). Es wird vermutet, dass die 10-fach 
schwächere Potenz von BoNT/B im Menschen gegenüber Maus auf speziesspezifische 
Unterschiede auf molekularer Ebene zurückzuführen ist.  
Außerdem findet das BoNT Anwendung gegen Strabismus (Schielen; (Crouch 2006)) und 
Spasmen, sowie gegen übermäßige Schweißproduktion (Hyperhidrose) und eine hyperaktive 
Blase. Seit kurzem ist es in den USA auch für eine Behandlung der chronischen Migräne 
zugelassen (Bekkelund und Alstadhaug 2011; Chankrachang et al. 2011). Jedoch zeigten 
frühere Studien, dass die prophylaktische Behandlung von Migräne mit BoNT/A sich nicht 
signifikant von der mit Placebos abhebt (Shuhendler et al. 2009). 
Da einige Patienten durch Entwicklung von neutralisierenden Antikörpern mit der Zeit gegen 
BoNT/A resistent wurden, versuchte man 1997 die Behandlung von Blepharospasmen mit 
BoNT/C. Es wurden bemerkenswert lang anhaltende Effekte ähnlich zu BoNT/A erzielt 
(Eleopra et al. 1997). 
 
4 BoNT als Biowaffe 
Aufgrund ihrer extremen Toxizität besitzen die BoNTs das Potenzial zur Biowaffe (Bigalke 
und Rummel 2005; Dhaked et al. 2010). Demzufolge wurden sie vom CDC auch als category 
A select agent und von der Bundesregierung im Kriegswaffenkontrollgesetz (KWKG) als 
biologisches Kampfmittel eingeordnet. Das Neurotoxin könnte als Aerosol oder durch die 
Kontamination von Wasser oder Essenszusätzen verbreitet werden und so viele Todesopfer 
fordern (Dhaked et al. 2010). So haben Wein und Liu 2005 ein Bioterrorismusszenario 
theoretisch durchgespielt, in dem unverarbeitete Milch mit Neurotoxin versetzt wurde, bevor 
diese aufbereitet, pasteurisiert, homogenisiert und mit Vitaminen angereichert wurde. Sie 
stellten heraus, dass das Potenzial des Neurotoxins abhängig von dessen eingesetzter 
Menge und von der schnellen Entdeckung der Quelle ist (Wein und Liu 2005). In einer 





eingesetzten reinen BoNT/A und B und 99,5 % der jeweiligen Komplexe nach dem 
standardisierten Pasteurisieren von 72 °C für 15 s inaktiviert werden und nicht nur 70 % wie 
in der theoretischen Studie angenommen (Wein und Liu 2005; Weingart et al. 2010). Somit 
wird die Aktivität durch das Pasteurisieren viel stärker reduziert als zuvor angenommen und 
vermindert deutlich die Bedrohung durch die Zugabe von BoNT in der Milch als mögliche 
Biowaffe (Weingart et al. 2010). 
Zwischen 1990 und 1995 sollte das BoNT mehrmals als biologische Waffe durch Terroristen 
der japanischen Aum-Sekte in Tokio zum Einsatz kommen. Doch die Anschläge scheiterten, 
da bei der Kultivierung kein oder nur geringe Toxinmengen entstanden waren. Es war 
geplant, dass BoNT als Aerosol freizusetzen (Olson 1999; Arnon et al. 2001). 
Im zweiten Weltkrieg stellten die USA und auch Japan das Neurotoxin her, um es als Waffen 
einzusetzen. Nach Inkrafttreten der Biowaffenkonvention produzierten nachweislich noch 
Russland und der Irak größere Mengen waffenfähiges BoNT (Zilinskas 1997; Bozheyeva et 
al. 1999; Arnon et al. 2001). Ähnliches werden auch Nordkorea und dem Iran unterstellt 
(Arnon et al. 2001). 
Trotz der extremen Toxizität ist das Botulinum Neurotoxin als biologische Waffe wenig 
geeignet, da seine Attraktivität durch mehrere Faktoren verringert wird: 1) Es degradiert sehr 
schnell in der Umwelt und verliert in Folge dessen innerhalb weniger Minuten seine Letalität 
(Zhang et al. 2010a), und 2) es kann sehr schnell durch standardisierte Wasserhygiene oder 
durch Pasteurisierung inaktiviert werden (Weingart et al. 2010). Eine thermische 
Denaturierung erfolgt bereits ab 60 °C (Gu et al. 2012). Ebenso schädigen Detergentien wie 
SDS und Ethanol BoNT. Dies macht es schwierig ausreichende Konzentrationen zu erhalten, 
um größeren Schaden anzurichten. 3) Außerdem penetriert das Neurotoxin aufgrund seines 
hohen Molekülgewichts nicht die intakte Haut. 4) Ein weiterer Nachteil des Einsatzes von 
BoNT als Biowaffe ist, dass Botulismus nicht von Person zu Person übertragen wird und 
dass 5) die Behandlung mit einem Impfstoff möglich ist (Zhang et al. 2010a). So erfolgt 
zurzeit noch eine Behandlung mit Pferde-Antiserum. Doch zukünftig werden humane 
molekulare Antikörper als Therapie zur Verfügung stehen (Garcia-Rodriguez et al. 2011). 
 
5 Aufbau der clostridiellen Neurotoxine  
Die clostridiellen Neurotoxine (CNT) werden als 150 kDa große, einkettige (engl.: 
single-chain, sc) Proteine hergestellt. Ihre Aminosäuresequenz ist zu ca. 35 % identisch 
(Lacy und Stevens 1999) und sie unterscheiden sich kaum in ihrem Aufbau. Die CNT lassen 





unterteilen (s. Abbildung 6) und gehören zu den AB-Toxinen. Das Neurotoxin wird 
posttranslational zwischen LC und HC durch bakterielle oder Wirtsproteasen proteolysiert 
und bleibt zunächst kovalent über eine Disulfidbrücke (Fischer und Montal 2007) und nicht-
kovalent über einen sogenannten Gürtel (engl. belt), der sich um die LC legt, verbunden (s. 
Abbildung 6). Dieser Gürtel besteht aus 54 Aminosäuren am N-Terminus der 
Translokationsdomäne (HN) und könnte als Chaperon dienen, das die Entfaltung, den 
Porendurchgang und die Rückfaltung der LC unterstützt (Brunger et al. 2007). In dieser Form 
liegt das BoNT als zweikettiges (engl.: dichain) Protein vor. Eine Ausnahme bilden BoNT/E 
und die nicht proteolytischen BoNT/B und F, die als einkettiges Polypeptid den Darm des 
Wirts erreichen. U.a. im Dünndarm werden sie durch Proteasen, wie z. B. Trypsin, aktiviert 
(Aoki und Guyer 2001). 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der vier Domänenstruktur der CNT (oben) 
und die Kristallstruktur von BoNT/B mit gebundener Sialyllactose und 
Synaptotagmin (Syt)-II 7-61 (unten, aus PDB: 1F31 und 2NM1).  
Die clostridiellen Neurotoxine werden posttranslational zwischen leichter Kette 
(LC, rot) und schwerer Kette (HC, grün, hell- und dunkelblau) proteolysiert und 
bleiben zunächst kovalent über eine Disulfidbrücke und nicht-kovalent über einen 
Gürtel (gelb) verbunden. Die N-terminale Domäne (HN, grün) der schweren Kette 
(HC) vermittelt die Translokation der LC ins Cytosol, wo diese ihre spezifischen 
SNARE (engl.: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor (NSF) attachment protein 
receptor) Proteine hydrolysieren. Der C-terminale Teil (HCC) der in blau 
dargestellten Bindungsdomäne (HC) ist für die neurospezifische Bindung des CNTs 
an die Zelle durch komplexe Ganglioside (grün-orange) und einen spezifischen 
Proteinrezeptor, hier Syt-II (grau), und für die anschließende Aufnahme in die Zelle 





Die BoNT Intoxikation erfolgt mittels eines mehrstufigen Prozesses (Montecucco und 
Schiavo 1994), in den jede der vier funktionell unabhängigen Domänen involviert ist (Schiavo 
et al. 2000; Montal 2010): 1. neurospezifische Bindung an NMJ, 2. Internalisierung durch 
Rezeptor-vermittelte Endozytose, 3. Translokation und Freisetzung der LC ins Cytosol der 
Zelle und 4. Spaltung der SNARE (engl.: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor (NSF) 
attachment protein receptor) Proteine durch die LC, wodurch die Bildung des SNARE-
Komplexes verhindert und somit die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin in den 
synaptischen Spalt blockiert wird (s. Abbildung 9).  
 
5.1 Die leichte Kette 
Die leichte Kette (LC) ist eine Zinkmetalloprotease mit dem Zinkbindungsmotiv HEXXH…E 
(Binz et al. 1990; Vallee und Auld 1990; Schiavo et al. 1992b; Bode et al. 1993; Binz et al. 
2002) und stellt die katalytische Domäne des Toxins dar (A-Untereinheit). Etwa in der Mitte 
der LC in einem tiefem Spalt befindet sich das Zn2+-Ion, das essenziell für die katalytische 
Aktivität der LC ist (Schiavo et al. 1992a). 
 
 
Abbildung 7: Kristallstruktur 
des membranverankerten 
synaptischen cis-SNARE 
Komplexes, wie er nach 
Vollzug der Membranfusion 
vorliegt. 
Transmembrandomäne (gelb) 
von Syntaxin 1A (rot) und 
Synaptobrevin 2 (blau); 
SNAP-25 (grün) (Stein et al. 
2009). 
 
Abhängig vom Serotyp spaltet die LC im Cytosol spezifisch verschiedene SNARE Proteine, 
welche Bestandteil des Vesikel-Exozytose-Apparats sind (s. Tabelle 2). Dieser Komplex 
vermittelt die Membranfusion und ist essenziell für die Freisetzung der Neurotransmitter in 
den Präsynapsen (Sutton et al. 1998; Jahn und Scheller 2006). Zu den Komponenten des 
Komplexes zählen SNAP-25 (Synaptosomen-assoziiertes Protein von 25 kDa), ein 
membranassoziiertes Protein der präsynaptischen Membran (Oyler et al. 1989), Syntaxin 1A, 
ein Transmembranprotein der präsynaptischen Membran (Bennett et al. 1992) und 
Synaptobrevin 2, ein Transmembranprotein in synaptischen Vesikeln (Baumert et al. 1989; 
Söllner et al. 1993a; Pevsner et al. 1994). Die drei SNARE Proteine bilden in vitro einen 
stabilen hetero-trimeren Komplex (Hayashi et al. 1994, s. Abbildung 7). 





die Spaltungsstellen bzw. die Erkennungssequenzen für die BoNT unzugänglich bzw. die 
Umfaltung in den Substratgraben der LC ist unmöglich, so dass der Komplex proteolyse-
resistent ist (Hayashi et al. 1994).  
Tabelle 2: Die Substrate und die spezifischen 
Spaltstellen der LC. 



















Das Substrat von BoNT/A und E ist SNAP-25 (Blasi et al. 1993a; Binz et al. 1994). BoNT/B, 
D, F und G sowie TeNT spalten Synaptobrevin 2, das zur Familie der Vesikel-assoziierten 
Membranproteine (VAMP) gehört (Schiavo et al. 1992c; Schiavo et al. 1993a; Schiavo et al. 
1993c; Schiavo et al. 1994; Yamasaki et al. 1994a; Yamasaki et al. 1994b). In dieser 
Eigenschaft ist BoNT/C einzigartig, da es nicht nur ein SNARE Protein spaltet, sondern 
sowohl SNAP-25 als auch Syntaxin 1A hydrolysiert (Blasi et al. 1993b; Schiavo et al. 1995; 
Foran et al. 1996; Vaidyanathan et al. 1999). Die Spaltstellen befinden sich außer bei 
BoNT/B und TeNT jeweils an unterschiedlichen Positionen (s. Tabelle 2). Die Spaltung der 
SNARE Proteine verhindert die Fusion des synaptischen Vesikels mit der präsynaptischen 
Membran, so dass die Freisetzung der Neurotransmitter blockiert wird (Schiavo et al. 2000). 
 
5.2 Die schwere Kette 
Die schwere Kette (heavy chain, HC, B-Untereinheit) ist über eine Disulfidbrücke mit der LC 
verbunden und besteht aus drei funktionell unabhängigen Domänen. Die N-terminale 50 kDa 
große Translokationsdomäne (HN) besteht zum größten Teil aus α-Helices und der 
sogenannten Gürtelregion, die LC und HC verbindet. Sie ist für die Internalisierung und 
Translokation der LC durch die endosomale Membran ins Cytosol der Zelle verantwortlich 
(Koriazova und Montal 2003; Fischer und Montal 2007). Dieser Teil des Intoxikations-
Toxin Substrat Spaltstelle 
BoNT/A SNAP-25 Gln197–Arg198 
BoNT/B Synaptobrevin 2 Gln76–Phe77 
BoNT/C SNAP-25,  Syntaxin 1A 
Arg198–Ala199,  
Lys253–Ala254 
BoNT/D Synaptobrevin 2 Lys59–Leu60 
BoNT/E SNAP-25 Arg180–Ile181 
BoNT/F Synaptobrevin 2 Gln58–Lys59 
BoNT/G Synaptobrevin 2 Ala81–Ala82 





prozesses der CNT ist bis jetzt am wenigsten verstanden. Das saure Lumen der Endosomen 
bewirkt die Insertion der HC in die endosomale Membran (Simpson 2004), wo die 
Transmembrandomäne einen Kanal bildet, durch den die z. T. entfaltete LC ins Cytosol der 
Zelle gelangt (Koriazova und Montal 2003). Nach dem Eintritt wird die Disulfidbrücke 
reduziert, so dass sich die LC von der HC löst (Koriazova und Montal 2003; Simpson 2004). 
Die 50 kDa große Bindungsdomäne (HC) lässt sich in eine N-terminale (HCN) und eine 
C-terminalen Domäne (HCC) unterteilen und vermittelt die neurospezifische Bindung des 
Neurotoxins an Neuronen, sowie die Aufnahme des Neurotoxins durch Rezeptor-vermittelte 
Endozytose (Binz und Rummel 2009). Die Sequenzidentität des HC-Fragments der CNTs ist 
niedriger als die der LC und HN-Domäne, sie liegt auf Aminosäureebene zwischen 21 und 
62 %. 
Die genaue Funktion der 25 kDa großen HCN-Domäne ist zurzeit noch unklar. Die 
Arbeitsgruppe um Montecucco postulierte 2009, dass sie sehr schwach die Bindung von 
BoNT/A an Phosphatidylinositolmonophosphat (PIP) vermittelt und so an mit Sphingomyelin 
angereicherte Membranmikrodomänen bindet (Muraro et al. 2009). Die HCN-Domäne von 
TeNT bindet nicht an Spinalganglionzellen aus Ratten (Figueiredo et al. 1995) und NGF-
differenzierte PC12-Zellen (Herreros et al. 2000a). Eine direkte Beteiligung der HCN-Domäne 
von BoNT/A an der Translokation haben Fischer und Mitarbeiter allerdings ausgeschlossen 
(Fischer et al. 2008). Die HCN-Domäne besteht aus β-Faltblättern und faltet sich als jelly roll 
wie zahlreiche Lektine, weshalb ihr kurzzeitig die Rolle als Träger der Kohlenhydrat-







der HCC-Domäne der BoNT und 
des TeNT. 
Die Identitätswerte von 
HCC-Domänesequenzvergleichen 
wurden mittels MegAlign 4.04 
kalkuliert (DNASTAR, Madison). 
Werte über 30 % sind in weißen 
Zahlen auf schwarzem 
Hintergrund hervorgehoben 







Die eigentliche Bindung des Neurotoxins an die Synapse erfolgt über die HCC-Domäne (Binz 
und Rummel 2009), welche sich als β-trefoil faltet. Hierbei bilden zwölf Cluster bestehend 
aus fünf hochkonservierten Aminosäuren die Kernstruktur der HCC-Domäne (Ginalski et al. 
2000). Die verbindenden Bereiche können sehr variabel gestaltet sein und erlauben daher 
die niedrigen Sequenzhomologien der HCC-Domäne (s. Abbildung 8), welche die 
Unterschiede in der Rezeptorerkennung unter den BoNTs und somit ihre Spezifität erklären 
(s. Kap. 6). Die HCC-Domäne ist auch für die intrazelluläre Sortierung der Neurotoxine 
verantwortlich, die TeNT zu den inhibitorischen Rückenmarksneuronen leitet und BoNT an 
den Motoneuronenendigungen der NMJ belässt (Schiavo et al. 2000). 
 
5.3 Kristalle und Co-Kristalle der CNT 
Um einen besseren Einblick in die Struktur und Bindung der Neurotoxine zu bekommen, 
wurden bis heute schon mehr als 100 Strukturen der CNT mittels Röntgenstrukturanalyse 
von Einkristallen bestimmt. Zum Teil wurde das Holotoxin, zum Teil wurden nur einzelne 
Domänen kristallisiert. Für einige Neurotoxine liegt auch ein Co-Kristall mit Gangliosiden, 
ihrem Proteinrezeptor bzw. ihrem Substrat vor (s. Tabelle 3). 
Als erstes wurde die Bindungsdomäne HC von TeNT kristallisiert (Umland et al. 1997; Knapp 
et al. 1998). Lacy und Stevens haben 1998 die erste Kristallstruktur des Holotoxins von 
BoNT/A mit einer Auflösung von 3,3 Å bestimmt (Lacy et al. 1998), welche die ersten 
Einblicke in die Domänenorganisation der CNT gibt. Die Kristallstruktur zeigt den Aufbau aus 
vier funktionell unabhängigen Domänen (s. Abbildung 6).  
Ebenso sind die Kristallstrukturen der Holotoxine BoNT/B (1,8 Å, (Swaminathan und 
Eswaramoorthy 2000a, 2000b)) und BoNT/E (2,65 Å, Kumaran et al. 2009, s. Tabelle 3) 
bekannt. Im Kristall von BoNT/E wird deutlich, dass sich die Domänenanordnung in BoNT/E 
deutlich von der in BoNT/A und B (s. Abbildung 6) unterscheidet. In BoNT/E sind sowohl das 
HC-Fragment als auch die LC auf derselben Seite der Translokationsdomäne positioniert 
(Kumaran et al. 2009). Für BoNT/B wurde auch der Co-Kristall mit einem 20 mer 
Synaptotagmin (Syt)-II Peptid mit einer Auflösung von 2,6 Å bestimmt (Chai et al. 2006). Die 
Struktur des Komplexes zeigt, dass Syt-II eine kleine Helix bildet, die in der hydrophoben 
Furche in der Bindungsdomäne von BoNT/B bindet. Im Jahr 2000 wurde schon der Co-
Kristall von BoNT/B mit Sialyllactose aufgeklärt (2,6 Å, Swaminathan und Eswaramoorthy 







Tabelle 3: Übersicht über die Kristallstrukturen der CNT. 
 
apo [Å] PDB Quelle Komplex mit [Å] PDB Quelle 
BoNT/A 3,30 3BTA (Lacy et al. 1998)     















Chai et al. 2006) 
BoNT/E 2,65 3FFZ (Kumaran et al. 2009)     
LC/A 1,80 1E1H (Segelke et al. 2004) 
hSNAP-25 
141-204 2,10 1XTG 
(Breidenbach und Brunger 




197-202 1,50 3DDA 
LC/B 2,20 1F82 (Hanson und Stevens 2000)     
LC/C 1,75 2QN0 (Jin et al. 2007)     
LC/D 1,65 2FPQ (Arndt et al. 2006)     
LC/E 2,16 1T3A (Agarwal et al. 2004) SNAP-25 180-183 2,25 3D3X 
(Agarwal und 
Swaminathan 2008) 
LC/F 2,00 2A8A (Agarwal et al. 2005)     









Brunger 2005; Rao et al. 
2005) 
    
LHNA 2,60 2W2D (Masuyer et al. 2009)     
LHNB 2,70 3ZUQ (Masuyer et al. 2010)     
HCA 1,70 1,80 
2VUA 
3FUO 
(Stenmark et al. 2008; 
Fu et al. 2009) GT1b 1,60 2VU9 (Stenmark et al. 2008) 
HCB    Syt-II 2,15 2NM1 (Jin et al. 2006) 
HCC 2,20 2,50 
3R4U 
3N7K 
(Strotmeier et al. 2011) 
(Karalewitz et al. 2010) Sialinsäure 2,15 3R4S (Strotmeier et al. 2011) 
HCD SA 2,00 3N7L (Karalewitz et al. 2010)     
HCD SA 
W1252A 2,60 3N7M (Karalewitz et al. 2010)     








(Strotmeier et al. 2010) 
(Zhang et al. 2010b) 
(Karalewitz et al. 2010) 
Sialinsäure 2,00 3OBT (Strotmeier et al. 2010) 
HCD 
F1240A 2,75 3RMX (Kroken et al. 2011)     
HCD 
W1238A 2,30 3RMY (Kroken et al. 2011)     
HCF 2,10 3FUQ (Fu et al. 2009) GD1a 2,00 3RSJ (Benson et al. 2011) 
HCG 1,90 1,98 
2VXR 
3MPP 
(Schmitt et al. 2010; 
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(Fotinou et al. 2001) 
(Fotinou et al. 2001) 
(Emsley et al. 2000) 
 
(Emsley et al. 2000) 
(Emsley et al. 2000) 
(Emsley et al. 2000) 
(Jayaraman et al. 2005) 







Die Kristallstrukturen aller LC von BoNT und TeNT, sowie die LC von BoNT/A, B und E im 
Co-Kristall mit Substratpeptiden (s. Tabelle 3) liegen ebenfalls vor. Außerdem wurde die LC 
von BoNT/A zusammen mit möglichen Inhibitoren kristallisiert, wie z. B. mit 2-Mercapto-3-
Phenylpropionyl-RATKML (Burnett et al. 2007) und 4-Chlorzimtsäurehydroxamat (Silvaggi et 
al. 2007), die die enzymatische Aktivität der LC blockieren. Die Inhibitoren bestehen aus 
Peptiden oder kleinen Molekülen und könnten sowohl als Prophylaktika als auch als 
Therapeutika für die Behandlung nach einer Aufnahme von BoNT dienen (Burnett et al. 
2007; Willis et al. 2008). 
Die isolierte HN-Domäne wurde bisher noch nicht kristallisiert, aber Masuyer und Mitarbeiter 
haben die Struktur der LC zusammen mit der HN-Domäne von A (LHNA) sowie analog LHNB 
kristallisiert (2,6 Å, Masuyer et al. 2009; Masuyer et al. 2010, s. Tabelle 3). 
Die Kristalle der Bindungsdomäne von BoNT/A, F und G sowie von TeNT liegen ebenfalls 
vor (s. Tabelle 3). Für HCA, F und HCT liegen auch die Co-Kristalle mit Gangliosid bzw. für 
HCB mit dessen Proteinrezeptor Syt-II vor (s. Tabelle 3). Die Kristalle der Bindungsdomänen 






6 Zwei-Rezeptor-Modell für die Bindung und Aufnahme der BoNT 
Montecucco hat 1986 das Zwei-Rezeptor-Modell für die Bindung und Aufnahme von BoNT 
an Motoneuronen vorgestellt (s. Abbildung 9). Demzufolge werden die BoNT zunächst über 
Bindung an Ganglioside an der Zelloberfläche angereichert und binden im Zuge des 
Recycling von synaptischen Vesikeln an einen spezifischen Proteinrezeptor, der sich 
intravesikulär darstellt. Anschließend werden sie durch Rezeptor-vermittelte Endozytose als 
Clathrin-bedeckte Vesikel in die Zelle aufgenommen (Simpson 1989). 
 
Abbildung 9: Modell für die Aufnahme von BoNT in Nervenzellen. 
(A) BoNT bindet zunächst an Ganglioside auf der Zelloberfläche. (B) der intravesikuläre Teil der 
synaptischen Vesikelproteine ist nach der SNARE-vermittelten Freisetzung der 
Neurotransmitter auf der Plasmamembran exponiert. (C) BoNT bindet an seinen 
Proteinrezeptor (hier beispielhaft Syt), während es weiterhin an den Gangliosidrezeptor 
gebunden ist. (D) Nach der Bindung erfolgt die Endozytose des Neurotoxins mittels Recycling 
der synaptischen Vesikel. (E) Das Lumen der recycelten Vesikel wird über die vesikuläre 
Protonenpumpe angesäuert. (F) Die Ansäuerung bewirkt eine Membraninsertion der 
HN-Domäne und eine Konformationsänderung der LC, wobei die HN-Domäne einen Kanal durch 
die Vesikelmembran formt. (G) Die LC passiert den Kanal kurz nach der teilweisen Entfaltung 
und wird ins Cytosol freigesetzt, nachdem die Reduktion der Disulfidbrücke erfolgte. (H) Hier 
spaltet die LC ihr spezifisches SNARE(s) Protein: Synaptobrevin 2 (Syb, hellblau), Syntaxin 1A 
(Syx, orange), oder SNAP-25 (hellgrün), wodurch der synaptische Vesikelkreislauf blockiert 




6.1 Interaktion der CNT mit Gangliosiden 
Ganglioside sind Glykosphingolipide, die negativ geladene Sialinsäuren (NAcNeu/SA) 





einem Zuckeranteil. Sie sind am Aufbau der äußeren Plasmamembran beteiligt und 





Abbildung 10: Chemische Struktur des Polysialogangliosids GT1b (A, 
Binz und Rummel 2009) und Synthesewege der Ganglioside im 
Organismus (B, Hu et al. 2009). 
 
Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass Polysialoganglioside an der neurospezifischen 
Bindung von CNT beteiligt sind (Yowler und Schengrund 2004b). Die Bindung von TeNT an 
Ganglioside aus Rindergehirn wurde schon 1961 durch van Heyningen und Miller gezeigt. 
Sie stellten heraus, dass die Bindung von TeNT abhängig von der Anzahl der verfügbaren 
Sialinsäuren und ihrer freien Carboxygruppen ist (Van Heyningen und Miller 1961). Simpson 







konnten (Simpson und Rapport 1971a, 1971b).  
Bigalke und Mitarbeiter haben 1986 gezeigt, dass die Behandlung von neuronalen 
Membranen mit Neuraminidase, die terminale Sialinsäuren abspaltet, die Aufnahme und 
folglich die Toxizität von BoNT/A in neuronale Zellen verhindert. Sie schlossen daraus, dass 
für die Wirkung von BoNT/A vermutlich Neuraminidase-sensitive Strukturen wichtig sind. Die 
Ergebnisse für TeNT ließen darauf schließen, dass dessen Bindung an einer Stelle auftritt, 
die insensitiv für Neuraminidase ist (Bigalke et al. 1986). Critchley und Mitarbeiter haben 
allerdings im selben Jahr gezeigt, dass TeNT nach der Behandlung von Rattengehirn-
membranen mit Neuraminidase eben nicht mehr an solche bindet (Critchley et al. 1986). 
Ebenso wurde gezeigt, dass die Vorbehandlung von Synaptosomen mit Neuraminidase die 
Bindung von BoNT/A verringert, wohingegen die Behandlung mit Trypsin und β-Bungarotoxin 
nur einen leichten bis gar keinen Effekt auf die Bindung hatte (Kitamura und Sone 1987). Auf 
Membranen von Liposomen erhöht die Anwesenheit von Gangliosiden die Bindung von 
BoNT/A, B und E an die lipidhaltige Vesikeloberfläche (Montecucco et al. 1988). Diese Daten 
lassen vermuten, dass die Bindung von BoNT und TeNT an ihre neuronale Zielzelle durch 
negativ geladene Lipide und Polysialoganglioside auf der Zellmembran erfolgt (Montecucco 
et al. 1988). BoNTs binden an GD1a, GD1b und GT1b, die zwei bzw. drei Sialinsäuren 
enthalten (Kitamura et al. 1980; Montecucco 1986; Binz und Rummel 2009). So zeigen TeNT 
und BoNT/A, B, C, E und F in verschiedenen in vitro Bindungsstudien mit immobilisierten 
Polysialogangliosiden abhängig von der Ionenstärke Affinitäten im hohen nM-Bereich, 
wohingegen CNT bei der Bindung an Synaptosomen aus neuronalem Gewebe eine viel 
höhere Affinität (Kd = 1.2 nM) aufweisen (Binz und Rummel 2009).  
Des Weiteren wurde die Bindung von BoNT an verschiedenen Knock out (KO)-Mäusen 
getestet, die bestimmte Ganglioside nicht mehr exprimieren. KO-Mäuse, bei denen das Gen 
für die N-Acetylgalactosamin (NAcGal)-Transferase deletiert wurde und die folglich keine 
a- und b-Serien Ganglioside, sondern nur noch Lactose-Ceramid (Lac-Cer), GM3 und GD3 
exprimieren (s. Abbildung 10), waren gegenüber der Behandlung mit TeNT und BoNT/A und 
B resistent (Kitamura et al. 1999; Bullens et al. 2002). In KO-Mäusen, denen nur die b-Serien 
Ganglioside (GD2, GD1b, GT1b und GQ1b, s. Abbildung 10) durch das Ausschalten der 
α-2,8 Sialyltransferase (GD3-Synthase) fehlen (Okada et al. 2002), sind BoNT/A, B und E 
trotzdem genauso so toxisch wie in der Wildtyp-Maus, wohingegen TeNT in der Wildtyp-
Maus um ca. das 70-fache toxischer ist als in der KO-Maus (Kitamura et al. 2005). Folglich 
scheinen b-Serien Ganglioside wichtig für die Intoxikation in Mäusen für TeNT aber nicht für 
BoNT/A, B und E zu sein (Kitamura et al. 2005). Für die BoNTs konnte dieses Ergebnis aber 
nicht bestätigt werden: Für die Bindung und Aufnahme von BoNT/A, B, E und G werden 





und G konnte gezeigt werden, dass KO-Mäuse, die nur noch das Gangliosid GM3 
exprimieren (Kawai et al. 2001), eine hohe Resistenz gegenüber BoNT/B und G zeigen 
(Rummel et al. 2007). Auch haben Rummel und Mitarbeiter 2009 gezeigt, dass die 
Neurotoxizität von BoNT/A, C, E und F von komplexen Polysialogangliosiden wie GD1b und 
GT1b abhängig ist (Rummel et al. 2009). GM3-Synthase KO-Mäuse, die nur noch Lac-Cer 
exprimieren sollten, sind insensitiv für BoNT/C (Tsukamoto et al. 2005).  
Folglich vermitteln komplexe Polysialoganglioside wie GT1b, GD1b und GD1a den ersten 
Zellkontakt aller CNT und spielen eine essenzielle Rolle in ihrer spezifischen Bindung an 
neuronale Zellen (Binz und Rummel 2009).  
Für BoNT/A, B, E, F und G konnte das Zwei-Rezeptor-Modell von Montecucco mittlerweile 
bestätigt werden. Für diese fünf Serotypen wurden sowohl die Gangliosidbindungstasche als 
auch die Proteinrezeptoren (s. Kap. 6.2) sowie teilweise ihre Bindungsplätze identifiziert.  
Bei der Gangliosidbindungstasche handelt es sich um einen konservierten Bereich in der 
Primärstruktur der BoNT, der das Gangliosid-Bindungsmotiv E…H(K)…SXWY…G trägt. Die 
aromatischen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin bilden eine Seite und den Boden der 
Tasche für den hydrophoben Teil eines Zuckerrings des Gangliosids. Die polaren 
Aminosäuren, wie Glutamat, Serin und Asparagin, sind gegenüber des Tryptophans 
positioniert, so dass sie mit der Hydroxygruppe eines Zuckers interagieren können. Die 
polaren Interaktionen werden durch ein Histidin oder in BoNT/E durch ein Lysin unterstützt 
(Binz und Rummel 2009). Dieses Motiv konnte in der HCC-Domäne von BoNT/A (Rummel et 
al. 2004a; Stenmark et al. 2008), BoNT/B (Swaminathan und Eswaramoorthy 2000b; 
Rummel et al. 2004a; Swaminathan 2011), BoNT/E (Kumaran et al. 2009; Rummel et al. 
2009), BoNT/F (Fu et al. 2009; Rummel et al. 2009), BoNT/G (Rummel et al. 2004a; Rummel 
et al. 2007; Stenmark et al. 2010) und TeNT (Fotinou et al. 2001; Louch et al. 2002; Rummel 
et al. 2003) identifiziert werden. Somit fehlte der Nachweis eines Gangliosid-Bindungsmotivs 
nur in BoNT/C und BoNT/D. 
In den Co-Kristallen des HC-Fragments von TeNT mit Lactose (Lac), Galactose (Gal), 
NAcGal oder Sialinsäure wurden vier Kohlenhydratbindungsstellen identifiziert ((Emsley et 
al. 2000), s. Kap. 5.3). Hierbei hatte die Lactose in der Gangliosidbindungstelle an das 
konservierte Gangliosid-Bindungsmotiv gebunden. An einer zweiten Stelle konnte eine 
Kohlenhydratbindungsregion ausgemacht werden, in der sowohl das NAcGal als auch in 
dessen Nähe die Sialinsäure gebunden hat. Wenig später konnte mittels eines Co-Kristalls 
des HC-Fragments von TeNT mit synthetischem GT1b gezeigt werden, dass TeNT zwei 
Gangliosidbindungsstellen besitzt: eine Lactose-Bindungsstelle um das Tryptophan W1289 





Arginin R1226 („R“-Tasche) (Fotinou et al. 2001). Diese beiden Bindungsstellen wurden 
mittels Mutationsstudien, Massenspektrometrie und physiologischer Studien detailliert 
charakterisiert (Rummel et al. 2003). Chen und Mitarbeiter untersuchten 2008 die jeweilige 
Gangliosidspezifität der Lactose- und Sialinsäurebindungsstelle (Chen et al. 2008). Sie 
konnten biochemisch und kristallographisch zeigen, dass das Gangliosid GM1a in der 
W-Tasche und GD3 in der R-Tasche bindet (Chen 2009). Ganglioside sind somit ein hoch 
affiner Rezeptor von TeNT und könnten die einzigen Rezeptoren von TeNT sein (Chen 
2009). Es ist aber nicht auszuschließen, dass bevorzugt die Sialinsäurebindungstasche in 
TeNT in einem späteren Schritt während der Endozytose oder des intrazellulären Transports 
mit einem Proteinrezeptor in Wechselwirkung tritt (Chen et al. 2008). 
Im Gegensatz zu TeNT besitzen BoNT/A und B nur eine Gangliosidbindungsstelle. Diese 
trägt das Gangliosid-Bindungsmotiv (Rummel et al. 2004a). Für BoNT/D wurde postuliert, 
dass es nicht mit Gangliosiden interagiert, da in einer Dünnschichtchromatographie mit 
Lipidextrakten aus Synaptosomen keine Bindung an Ganglioside nachgewiesen werden 
konnte und da das Fehlen der Polysialoganglioside in Kleinhirngranularneuronen (cerebellar 
granular neurons, CGN) aus GM3-Synthase KO-Mäusen die Aufnahme von BoNT/D in diese 
Neuronen nicht verminderte (Tsukamoto et al. 2005). Zudem zeigte dieselbe 
Forschungsgruppe, dass BoNT/D möglicherweise mit Phosphatidylethanolamin (PE) 
interagiert (Tsukamoto et al. 2005; Zhang et al. 2010b). Sie räumte aber auch ein, dass es 
doch eher unwahrscheinlich sein könnte, dass PE als neurospezifischer Rezeptor fungiert, 
da PE hauptsächlich auf der cytosolischen Seite der Membran vorkommt (Op den Kamp 
1979). Allerdings wurde schon gezeigt, dass PE durch ATP-Bindekassetten-Transporter an 
die Außenseite der Membran gelangt (Williamson und Schlegel 2002). Für BoNT/C 
schließen sie hingegen eine ausschließliche Bindung an Ganglioside nicht aus. Sie konnten 
zeigen, dass sowohl HCC als auch HCD noch an Synaptosomen binden, die zuvor mit 
Proteinase K behandelt oder erhitzt wurden. Dies lässt darauf schließen, dass der Rezeptor 
nicht aus einem Polypeptid besteht (Tsukamoto et al. 2005). Kürzlich wurde die Bindung von 
HCC an negativ geladene Phospholipide, insbesondere an Phosphoinositide, gezeigt, dessen 
Interaktion die Bindung zwischen neuronaler Membran und BoNT/C stärken soll (Zhang und 
Varnum 2011b). Die Bindung von BoNT/C an GD1a, GD1b und GT1b erfolgt unter vielen 
verschiedenen Bedingungen, während BoNT/B und F nur bei schwach ionischen 
Bedingungen und 37°C binden (Ochanda et al. 1986). Die Bindung an Ganglioside und PE 
erfolgt auch bei BoNT/C bzw. D mittels der HCC-Domäne, wobei beim Serotyp C das 
Peptidmotiv um W1258 (Rummel et al. 2009) und beim Serotyp D die beiden Lysine K1113 
und K1135 beteiligt sein sollen (Tsukamoto et al. 2008). Auffällig ist, dass sowohl in BoNT/C 





6.2 Proteinrezeptoren der CNT 
Bereits 1986 hat Montecucco postuliert, dass neben den Gangliosiden noch ein 
Proteinrezeptor in die Bindung involviert ist. Dies könnte auch eine Erklärung für den 
unterschiedlichen Wirkort von BoNT und TeNT liefern (Montecucco und Schiavo 1994). Die 
Bindung an Ganglioside vermittelt zunächst die Anreicherung der CNT an die Zelloberfläche, 
wodurch die Bindung an einen in viel geringeren Konzentrationen und nicht permanent 
zugänglichen Proteinrezeptor erhöht wird. Schließlich folgt die Rezeptor-vermittelte 
Aufnahme der CNT in die Zelle (Simpson 1989). 
Für TeNT konnte gezeigt werden, dass das rekombinante HC-Fragment an NGF-
differenzierte PC12-Zellen und an primäre Kulturen von Rückenmarkmotoneuronen bindet 
und speziell mit einem 15 bis 20 kDa N-glykosylierten Bindeprotein (p15) interagiert (Schiavo 
et al. 1991; Herreros et al. 2000a). Dieses Glykosylphosphatidylinositol-verankerte 
Glykoprotein wurde als Thy-1 in NGF-differenzierten PC12-Zellen identifiziert (Herreros et al. 
2001). Thy-1-KO-Mäusen sind aber weiterhin sensitiv gegenüber TeNT (Persönliche 
Mitteilung von G. Schiavo an A. Rummel). 
Es scheint also ein neuronaler Proteinrezeptor für TeNT zu existieren, der genauso wie die 
Ganglioside über die HCC-Domäne von TeNT gebunden wird (Herreros et al. 2000b). Die 
Bindung an PC12-Zellen erfolgt aber unabhängig von einer Behandlung mit Proteinase K 
(Chen et al. 2009). Als Proteinrezeptor für TeNT wurde vor Kurzem das Synaptische Vesikel 
Glykoprotein 2 (SV2) postuliert (Yeh et al. 2010). TeNT bindet aber sowohl an stimulierte als 
auch an nicht stimulierte kortikale Neuronen (Chen et al. 2009; Yeh et al. 2010; Kroken et al. 
2011). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass SV2 vermutlich doch nicht der relevante Rezeptor 
für TeNT ist, da TeNT bei saurem pH des Umgebungsmediums direkt über die Zellmembran 
in CGN und PC12-Zellen aufgenommen wurde, wohingegen BoNT/A, dessen 
Proteinrezeptor SV2 ist, nicht bei saurem Milieu in die Zellen aufgenommen wurde (Pirazzini 
et al. 2011).  
Für BoNT/B wurde in mehreren in vitro Studien eine Bindung an Synaptotagmin (Syt)-I 
und -II gezeigt (Nishiki et al. 1994; Nishiki et al. 1996a). Synaptotagmin ist ein synaptisches 
Vesikelmembranprotein, das eine Rolle in der Regulation der Fusion der synaptischen 
Vesikel spielt (Perin et al. 1990; Geppert et al. 1991). Zudem wird vermutet, dass es die 
Calcium-abhängige Regulation der Membranverschmelzung vermittelt (Yoshihara und 
Montana 2004). Die Arbeitsgruppe um Chapman bestätigte 2003 die Bindung von BoNT/B 
an Syt–I und –II und grenzte sie auf den 20 Aminosäuren umfassenden Bereich der 
luminalen Domäne der Transmembrandomäne ein (Dong et al. 2003, s. Abbildung 12).  





bindungstaschen im HC-Fragment von BoNT/B (s. Abbildung 11). Besonders wichtig sind die 
beiden Phenylalanine F47 und F54 sowie das Glutamat E57, das eine wichtige Salzbrücke 
zur Aminosäure K1192 von HCB bildet (Chai et al. 2006; Jin et al. 2006, s. Abbildung 11). 
Zudem konnte eine zehnfach höhere Affinität von BoNT/B an die Isoform II als an die Isoform 
I von Syt gezeigt werden (Nishiki et al. 1996a). Jin et al. konnten 2006 sogar eine 100-fach 
höhere Affinität von BoNT/B an Syt–II (Kd = 39 nM) gegenüber Syt–I zeigen (Jin et al. 2006). 
Diese Diskrepanz ist auf die Substitution von F55 und I58 in Syt-II durch M47 und L50 aus 
Syt–I zurückzuführen (Jin et al. 2006).  
 
 
Abbildung 11: Der HCB-Syt-II Komplex wird 
durch mehrere intermolekulare Interaktionen 
stabilisiert. 
Vier Syt-II (rot) Reste, F54, F55, E57 und I58, 
interagieren mit der Rezeptortasche in HCB 
(grau) bestehend aus K1113, S1116, P1117, 
V1118, Y1183, E1191, K1192, F1194 and F1204 
(Jin et al. 2006). 
 
Nach der Identifizierung des Proteinrezeptors für BoNT/B und nachdem gezeigt worden war, 
dass einige der BoNT stimulationsabhängig in neuronale Zellen aufgenommen werden 
(Hughes und Whaler 1962; Black und Dolly 1986; Keller et al. 2004), konzentrierte sich die 
Suche nach den Proteinrezeptoren für die anderen BoNT ebenfalls auf synaptische 
Vesikelproteine.  
Als Proteinrezeptoren für BoNT/A wurden die drei Isoformen SV2A, B und C vom 
Synaptischen Vesikel Glykoprotein 2 (Dong et al. 2006; Mahrhold et al. 2006) identifiziert. 
BoNT/E bindet an N-glykosyliertes SV2A und B (Dong et al. 2008). Die große luminale 
Domäne 4 von SV2 vermittelt die Aufnahme dieser BoNTs in Motoneurone (s. Abbildung 12). 
Für BoNT/F wurden zunächst durch Fu et al. 2009 ebenfalls SV2 und durch Rummel et al. 
2009 alle drei Isoformen von SV2 mittels Kompetitionsassays und Coimmunopräzipitation als 
Interaktionspartner vorgeschlagen (Fu et al. 2009; Rummel et al. 2009). Jedoch wurde 2011 





Chapman konnten an SV2A/B-Doppel-KO-Hippocampus Neuronen Aufnahme von BoNT/F 
nachweisen (Yeh et al. 2010; Peng et al. 2011). Hier ist aber zu beachten, dass diese 
Doppel-KO-Neuronen immer noch signifikante Mengen an SV2C exprimieren, das die 
Bindung vermitteln könnte (Peng et al. 2011).  
 
Abbildung 12: Membrantopologie der BoNT Proteinrezeptoren (Binz und Rummel 2009). 
(A) Syt-II ist ein Typ I Membranprotein bestehend aus 422 Aminosäuren (AS). Die 65 
N-terminalen AS sind im Lumen der synaptischen Vesikel lokalisiert. Zwei Ca2+-bindende C2 
Domänen bilden den cytosolischen Teil (angegeben in Klammern: C2A: AS 146–264; C2B: AS 
274–409). Konservierte Reste in Syt-I sind in schwarz dargestellt. Der Teil, der die Bindung an 
BoNT/B und G vermittelt, ist durch Klammern angezeigt. „Y“ repräsentiert eine 
N-Glykosylierungsstelle, die nicht die Bindung an BoNT/B und G vermittelt. (B) SV2C 
repräsentiert ein Glykoprotein bestehend aus 727 AS mit 12 putativen Transmembrandomänen. 
Identische Reste sind in schwarz dargestellt, solche in SV2A und SV2B in grau. Der 
C-terminale Teil (angedeutet durch Klammern) der großen luminalen Domäne (LD4), die aus 
125 AS besteht und vier N-Glykosylierungsstellen (angedeutet durch ein „Y“) besitzt, vermittelt 
die Interaktion mit BoNT/A und E. SH steht für die Cysteinreste, die vermutlich eine 
Disulfidbrücke formen. Die Bindung von BoNT/E an SV2A und SV2B erfordert die 
Glykosylierung an der 3. N-Glykosylierungsstelle (Dong et al. 2008). 
 
BoNT/B und G teilen sich die Rezeptoren Syt–I und –II (s. Abbildung 12, Nishiki et al. 1994; 
Nishiki et al. 1996a; Dong et al. 2003; Rummel et al. 2004b; Dong et al. 2007; Rummel et al. 
2007). Hier vermittelt das intravesikuläre Segment von Syt die Aufnahme von BoNT/B und G. 
Der Co-Kristall von BoNT/B mit Syt-II unterstützt die Mutationsstudien zur Identifizierung der 
Bindungstasche (Chai et al. 2006; Jin et al. 2006). Kein anderer Serotyp der BoNT bindet 
spezifisch an Syt–I oder –II (Rummel et al. 2004b). Für BoNT/C und D konnte bisher noch 






Erste Hinweise deuteten darauf hin, dass das HC-Fragment eine zentrale Rolle bei der 
Interaktion mit dem NTNHA spielt (Chen et al. 1997). In Kooperation mit R. Jin (Sanford-
Burnam Institut, La Jolla, CA) soll der M-PTC von BoNT/A kristallisiert und an der 
Komplexbildung beteiligte Domänen bzw. Aminosäuren aus BoNT/A identifiziert werden. 
Für BoNT/B war bekannt, dass es im Menschen mit einer ca. 10-fach höheren Dosis 
eingesetzt werden muss als in der Maus. Da das Substrat von BoNT/B in beiden Spezies zu 
100 % identisch ist, muss dieser Unterschied in der Rezeptorerkennung begründet sein. So 
war es ein Ziel dieser Arbeit, die Bindung des HC-Fragments von BoNT/B an Syt-II aus Ratte 
und Mensch mittels GST-Pulldown zu analysieren und Unterschiede auf Aminosäureebene 
herauszustellen. 
Der Aufnahmemechanismus für die beiden Serotypen BoNT/C und BoNT/D war zu Beginn 
dieser Arbeit noch nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, den 
Aufnahmemechanismus für BoNT/C und D aufzuklären, indem sowohl die neuronalen 
Rezeptoren als auch deren Bindungstaschen in den BoNT/C und D HC-Fragmenten 
identifiziert und die Rezeptor-HC-Wechselwirkungen charakterisiert werden soll. 
Hierzu soll an dem ex vivo Maus-Präparat Nervus phrenicus-Hemidiaphragma aus 
Gangliosid-defizienten Mäusen eine Veränderung der Neurotoxizität der BoNT/C und D 
ermittelt und deren physiologische Relevanz geklärt werden. Anschließend soll in der 
Zellbindungsdomäne (HC) von BoNT/C und D mittels gerichteter Mutagenese und 
verschiedenen Bindungs- und Toxizitätsassays die Gangliosidbindungstasche identifiziert 
werden. Hierzu sollte initial die Analyse eines Sequenzalignments sowie die Berechnung von 
Homologiemodellen Anhaltspunkte für potenzielle Bindungsstellen geben. Aufgrund der 
geringen Homologie der HCC-Domäne von BoNT/C und D zu den anderen Serotypen war die 
Erstellung eines aussagekräftigen Sequenzalignments, das Anhaltspunkte für potenzielle 
Bindungsstellen geben könnte, problematisch. Zur Unterstützung soll die Lösung der 
Kristallstruktur der Bindungsdomänen der beiden Serotypen Einblicke in mögliche 
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Botulinum Neurotoxin Is Shielded by
NTNHA in an Interlocked Complex
Shenyan Gu,1 Sophie Rumpel,2 Jie Zhou,1 Jasmin Strotmeier,2 Hans Bigalke,2 Kay Perry,3
Charles B. Shoemaker,4 Andreas Rummel,2 Rongsheng Jin1*
Botulinum neurotoxins (BoNTs) are highly poisonous substances that are also effective medicines.
Accidental BoNT poisoning often occurs through ingestion of Clostridium botulinum–contaminated
food. Here, we present the crystal structure of a BoNT in complex with a clostridial nontoxic
nonhemagglutinin (NTNHA) protein at 2.7 angstroms. Biochemical and functional studies
show that NTNHA provides large and multivalent binding interfaces to protect BoNT from
gastrointestinal degradation. Moreover, the structure highlights key residues in BoNT that
regulate complex assembly in a pH-dependent manner. Collectively, our findings define
the molecular mechanisms by which NTNHA shields BoNT in the hostile gastrointestinal
environment and releases it upon entry into the circulation. These results will assist in the
design of small molecules for inhibiting oral BoNT intoxication and of delivery vehicles for oral
administration of biologics.
The seven serotypes of botulinum neuro-toxin (BoNT) (namedA toG) are sequence-specific endopeptidases. They invade nerve
cells at neuromuscular junctions, where they in-
hibit the release of the neurotransmitter acetylcholine
by cleaving SNARE (soluble N-ethylmaleimide–
sensitive fusion protein attachment protein re-
ceptors) proteins, and subsequently paralyze the
affected muscles (1). Although BoNT poisoning
often occurs through oral ingestion of tainted food
products, the molecular mechanism by which
BoNTs avoid destruction in the hostile environ-
ment of the gastrointestinal (GI) tract is unknown.
Naturally occurring BoNTs are protected with-
in progenitor toxin complexes (PTCs), which are
high molecular weight multiprotein complexes
composed of the BoNT and several nontoxic
neurotoxin-associated proteins (NAPs) (2). The
NAPs include the 140-kDNTNHA (nontoxic non-
hemagglutinin), which together with BoNT forms
the minimally functional PTC (M-PTC), and three
hemagglutinin (HA) proteins, which assemble
with the M-PTC and have been suggested to fa-
cilitate BoNT transcytosis across the intestinal
barrier (1, 3). The protecting function of M-PTC
is sufficiently effective that it reduces the oral me-
dian lethal dose (LD50) of BoNT 10- to 20-fold
compared with free BoNT (4, 5). Intriguingly, the
protected BoNT is released from the PTC upon
transition from acidic to neutral pH, as occurs
during absorption from the intestine into the
bloodstream (6). Once in the circulation, free BoNT
travels to neuromuscular junctions, where it in-
vades neurons. The molecular architecture of
PTC is largely unknown, with the exception of
two low-resolution structures revealed by elec-
tron crystallography (30 Å) and electron micros-
copy (7, 8).
We focused our study on the M-PTC of sero-
type BoNT/A1 because it is a major cause of hu-
man botulism and is a concern for bioterrorism (9).
We established a robust recombinant system in
Escherichia coli to produce a genetically modified,
catalytically inactive BoNT/A (~150 kD) that car-
ries threemutations [Glu224→Gln224,Arg363→Ala363,
and Tyr366→Phe366 (E224Q/R363A/Y366F)]
in the catalytic site (10) and the corresponding
full-length NTNHA-A1 (~140 kD, referred to
as NTNHA-A) (11). BoNT/AE224Q/R363A/Y366F
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Fig. 1. The architecture of M-PTC.
(A) NTNHA-A protects BoNT/Ai
against trypsin and pepsin diges-
tion when they assemble into
M-PTC in an acidic environment. (B)
NTNHA-A protects active BoNT/A
against low pH–mediated inactiva-
tion. It also protects BoNT/A against
trypsin inactivation at pH = 6.0 but
not at pH = 8.0. wt, wild type. (C)
Cartoon presentation of the M-PTC.
BoNT/Ai domains are blue (LC), or-
ange (HN), and green (HC). NTNHA-A
domains are yellow (nLC), cyan (nHN),
and red (nHC). (D) Individual struc-
tures of BoNT/Ai and NTNHA-A in
the M-PTC.
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adopts a structure essentially identical to that of
wild-type BoNT/A and is referred to here as
BoNT/Ai (fig. S1 and table S2). The free forms
of BoNT/Ai and NTNHA-A are monomeric at
pH = 6.0 and 7.5 (fig. S2) and assemble into
a monomeric M-PTC at pH = 6.0 with a dis-
sociation constant (Kd) of ~30.8 nM and 1:1
stoichiometry, as analyzed by analytic ultracen-
trifugation and isothermal titration calorimetry
(fig. S2 and table S1). By contrast, no assem-
bly occurs at pH = 7.5.
Free BoNT/Ai and NTNHA-A are inherently
fragile, as shown by in vitro cleavage by diges-
tive proteases such as trypsin and pepsin (F1 Fig.
1A). Free wild-type BoNT/A is inactivated by
trypsin or by incubation at pH = 3 or less, on the
basis of ex vivo mice phrenic nerve hemidia-
phragm (MPN) assays (Fig. 1B). In contrast, the
structural integrity and activity of BoNT/A is
protected in the in vitro–reconstituted M-PTC at
low, but not at neutral or alkaline, pH (Fig. 1, A
and B). Thus, the recombinant M-PTC faithfully
mimics the behavior of native M-PTC.
To understand the molecular mechanism un-
derlyingBoNT/Aprotection and the pH-dependent
assembly of the M-PTC, we determined a 2.7 Å
resolution crystal structure of the M-PTC facili-
tated by a BoNT/A-specific nanobody, as well as
the structure of a nanobody-free M-PTC at 3.9 Å
resolution (Fig. 1, C and D; figs. S3 and S4; and
table S2). Nanobodies are the smallest antigen-
binding fragments (~12 to 15 kD) of naturally
occurring heavy-chain–only antibodies (VHH)
present in camelids and have been exploited as
inhibitors of BoNTs (12). The VHH binds on the
surface of BoNT/Ai far from the NTNHA-A–
interacting sites. It facilitates a more compact
crystal packing and thus improves the diffraction
quality of the crystals (fig. S5 and table S3). The
two independently solved crystal structures of the
M-PTC are indistinguishable, demonstrating that
the structure presented here represents the phys-
iological conformation of the M-PTC, indepen-
dent of VHH or crystal packing (fig. S3B).
BoNT/Ai and NTNHA-A form an interlocked
compact complex and bury an unusually large
solvent-accessible area (~3600 Å2 per molecule)
through multivalent interfaces (Fig. 1). BoNT/Ai
is composed of a 50-kD light chain (LC, a Zn2+-
endoprotease) and a 100-kD heavy chain (HC),
which has two domains: The N-terminal domain
(HN) mediates LC translocation across the endo-
somal membrane, whereas the C-terminal domain
(HC) is the receptor-binding domain (1). Unex-
pectedly, the protective component NTNHA-A
has a structure highly similar to BoNT/Ai despite
a low sequence identity (~20%). NTNHA-A also
displays three domains that, when compared pair-
wise with LC, HN, or HC, yield root mean square
deviations of 2.2 Å (314 Ca pairs), 2.3 Å (300),
and 1.9 Å (319), respectively, and thus are termed
nLC, nHN, and nHC (“n” indicates NTNHA) (Fig.
1, C and D, and fig. S6). At the center of the com-
plex is the HC fragment that is surrounded by all
three domains of NTNHA-A (table S4). Notably,
HC rotates about 140° around a linker connecting
HN and HC, resulting in a distinct conformation in
comparison to the free form of BoNT/A ( F2Fig. 2)
(13). Complementing this, HN also forms many
polar interactions with nHN and nHC ( F3Fig. 3, D
and E). In contrast, LC does not bindNTNHA-A.
Despite their similarities, a structural compar-
ison between NTNHA-A and BoNT/Ai revealed
several features specific to NTNHA-A (fig. S6).
NTNHA-A does not possess most of the char-
acteristic structural features of BoNT/A that are
crucial to its functions: (i) nLC does not have the
catalytic zinc-binding HExxH+E signature motif
that is conserved among all BoNT serotypes; (ii)
NTNHA-A does not have the homologous long
loop (Val431 to Leu453) that in BoNT/A connects
LC and HC and is cleaved posttranslationally to
activate BoNT/A; (iii) a functionally essential
disulfide bond (Cys430–Cys454 in BoNT/A) that
is involved in translocation of LC and is con-
served in all BoNTs is not present in NTNHA-A
(14); (iv) nHC maintains the core structure of HC
but has deletions in many surface areas that are
not directly involved in BoNT/Ai binding; and
(v) none of the ganglioside-binding residues of
HC, including the highly conserved ganglioside-
binding motif (E+H+SxWY) found in many
BoNT serotypes, is conserved in NTNHA-A
(15, 16).
NTNHA-A has a large insert in nLC (nGly116
to nAla148, termed the nLoop) that is not present
in LC. Furthermore, the nLoop is conserved in
NTNHA A1, B, C, D, and G but is missing in
A2, E, and F (fig. S7). Notably, many of the
known spontaneous nicking sites in NTNHA are
located in the nLoop (17), and, consistent with
this, we observed that recombinant NTNHA-A
was nicked between nLys133 and nLys134 during
long-term storage. The nicking sites in NTNHA
are masked in the HA-bound PTC, and the
M-PTC–containing the nicked NTNHA can no
longer assemble with HAs (17, 18). Moreover,
NTNHA-A2, E, and F, which lack the nLoop, do
not have accompanying HA proteins and only
form the HA-negative M-PTC (19–21). The
crystal structure reveals that the nLoop is fully
exposed on the M-PTC surface and has no vis-
ible electron density, presumably because of
its high flexibility (Fig. 1C). Collectively, these
data suggest that the nLoop could participate
in the interaction with HAs to assemble the
larger PTCs.
The conformation of BoNT/Ai in the M-PTC
brings the receptor-binding site located in the
C-terminal subdomain ofHC close to theC-terminal
boundary of the long rodlike HN (Fig. 2). This
conformation contrasts with crystal structures of
the free BoNT/Ai (fig. S1), free BoNT/A, and free
BoNT/B serotype, where the receptor-binding site
in HC points to the N-terminal boundary of HN
(13, 22–24). The HC reorientation is mediated by
a linker between HN and HC (Leu
845 to Thr876 in
BoNT/A, referred to as the HN-HC linker), which
adopts an essentially identical structure in free
BoNT/A and BoNT/B but changes its confor-
mation in the M-PTC (Fig. 2 and fig. S8). The
conformational change is likely induced by
NTNHA-A rather than pH because the same
conformation is adopted by all structures of
free BoNT/A or BoNT/B crystallized at pHs
ranging from 5.0 to 7.0 (13, 22–24).
We speculated that the flexible HN-HC linker
may play a role in coordinating HC-mediated re-
ceptor binding and HN-mediated translocation,
given that the membrane-anchored receptors
impose some geometric restrictions on the posi-
tion of HC with respect to the membrane surface
(24, 25) and that the long helical HN needs to stra-
tegically orientate on the membrane to achieve ef-
ficient translocation ofLC to the cytosol (26–28). To
Fig. 2. The HC fragment of BoNT/A can rotate around a linker connecting HN and HC. (A) Superposition
of the free and complex forms of BoNT/A based on Ca atoms in LC and HN. HC of free BoNT/A is violet;
LC and HN are omitted for clarity. Linkers in the free and complex forms of BoNT/A are gray and red,
respectively. (B) Cartoon model showing two distinct conformations of BoNT/A that bring the receptor-
binding site in HC (red star) close to the opposite tip of the long helical HN.
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test this, we produced two mutants of BoNT/A in
which the structure of the HN-HC linker was altered
by point mutations. BoNT/AR861A/E868P/K871P, con-
taining the helix breaker proline (P) and where K
indicates Lys, is expected to destabilize the helical
linker, whereas BoNT/AL862K/L863E/T867K, with
extra ion pairs and T indicating Thr, will likely
stabilize the helical structure. The two BoNT/A
mutants showedwild-type–like characteristicswith
respect to protein folding, receptor binding capa-
bility, Zn2+-endoprotease activity, and NTNHA-A
binding (fig. S9). However, the toxicity of both
mutants was significantly decreased by ~sixfold
in the MPN assay. Although the exact conforma-
tions of the two mutants are not known, we con-
clude that the observed decrease in toxicity is due
to the disrupted coordination between HN and
HC, leading to decreased efficiency of LC trans-
location. These data further suggest that any dis-
turbance in the structural integrity of the HN-HC
linker may affect the optimal positioning of HC
and HN during BoNT intoxication. Thus, the struc-
tural features of the HN-HC linker might rep-
resent a serotype-specific signature for the various
BoNTs. For example, BoNT/E serotype has a
more rapid LC translocation, which has been sug-
gested to result from its intrinsically more flex-
ible linker (fig. S8) (27, 29).
To validate the physiological relevance of the
M-PTC structure, we performed systematic trun-
cation studies. The isolated HC fragment bound
to NTNHA-Awith high affinity at pH = 6.0 (Kd ~
48.3 nM) but not at pH = 7.5 and thus largely
replicated the binding behavior of full-length
BoNT/Ai. Consistent with this, the HC-deleted
BoNT/Ai (LHN) no longer bound NTNHA-A
(fig. S10). BoNT/Ai has a larger unfavorable
binding entropy than HC (DDS ~ –16.8 cal mol
−1
K−1) (table S1), which could be due to a loss
of conformational entropy of BoNT/Ai upon
NTNHA-A binding and may be related to the
reorientation of HC. Truncating nHC or the
C-terminal subdomain of nHC (nHCC) in
NTNHA-A abolished the protective function
of NTNHA-A at pH = 2, suggesting that nHC
is crucial for shielding the sensitive HC of
BoNT/A (Fig. 1B).
Additional support for theM-PTC structure is
provided by structure-based mutagenesis studies.
Interactions between HC and NTNHA-A were
gradually weakened as more intra-PTC charge-
charge interactions were disrupted: The binding
affinity at pH = 6.0 decreased in the order of
HC-K1000A > HC-K1000A/K1039A >
HC-K1000A/K1039A/K1121A (Fig. 3F and fig.
S10). Even a single point mutation, HC-K1000A,
significantly decreased the binding affinity by
~sevenfold (Kd ~ 337.5 nM). The HC-centered
protection byNTNHA-A is biologically relevant.
Although the integrity of HC is crucial to enrich
BoNT/A on the neuron surface at the early stage
of intoxication, it is much more sensitive to
proteolysis than LC and HN in the free BoNT/A
(30, 31).
To understand how a pH change can trigger
the disassembly of the PTC, we focused on HC
because it largely replicates the binding features
of full-length BoNT/Ai. We specifically concen-
trated on residues located in the complex inter-
face that are titratable in an acidic environment
(e.g., His, Glu, and Asp). We found four acidic
residues in HC, each of which is located in the
vicinity of an intra-PTC salt bridge or a long-range
electrostatic interaction: Glu982 is near Lys1000–
nAsp808; Asp1037, Lys1039–nGlu810; Asp1118, Lys1121–
nAsp455; and Asp1171, Arg1175–nAsp1110 ( F4Fig. 4
and fig. S11). Our mutagenesis studies show
that these charge-charge interactions are crucial
for the assembly of the M-PTC (Fig. 3F). Analyz-
ing the surface electrostatic potentials shows that
BoNT/Ai is generally positively charged around
these acidic residues, whereas the opposing
NTNHA-A surface is largely negatively charged
(fig. S11). Therefore, negatively charged BoNT/Ai
residues in these areas pose an unfavorable force,
which could potentially weaken the local elec-
trostatic interactions in a pH-dependent manner.
To address the potential roles of these acidic
residues in pH sensing, we mutated them indi-
vidually to nontitratable residues. Single point
mutants of the HC fragment (E982A, D1037A,
D1118A, or D1171A, where D indicates Asp) all
folded correctly (fig. S12) and bound NTNHA-A
Fig. 3. M-PTC is stabilized by extensive intermolecular interactions. (A to C)
HC interacts with all three domains of NTNHA-A. The overall structure of the
M-PTC is shown in (B), where NTNHA-A is in surface representation (gray)
and BoNT/Ai is blue, orange, and green for LC, HN, and HC, respectively.
Open-book views of the interfaces highlighted in the red and blue boxes are
shown in (A) and (C), respectively. Residues in HC that form hydrogen bonds
or salt bridges with nLC, nHN, or nHC are yellow, cyan, and red, respectively.
C, Cys; I, Ile; S, Ser; V, Val. (D) Open-book view of the interface highlighted
in the red box of (E). HN directly contacts nHC (interacting residues shown in
red) and nHN (cyan), but not nLC. (F) Precipitation assays between full-
length NTNHA-A (prey) and HC variants (baits). Bar graph shows mean T SD,
n = 3. Binding of samples 8 to 10 at pH = 7.5 was not detectable.
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at pH = 6.0 to a similar extent as the wild-type
HC. HC-E982A and HC-D1037A showed signif-
icant binding to NTNHA-A at pH = 7.5 (Fig. 3F
and fig.S10). Thermodynamic studies showed
that HC-E982A binds to NTNHA-A similar to
binding to the wild-type HC at pH = 6.0, predom-
inantly driven by enthalpy (Kd ~ 39.4 nM); it also
binds to NTNHA-A at pH = 7.5, driven by both
enthalpy and entropy (Kd ~ 279.5 nM) (table S1).
Furthermore, a single mutation of E982A signif-
icantly increased binding between the full-length
BoNT/Ai and NTNHA-A at pH = 7.5, as mea-
sured in a precipitation assay (~20% binding by
mutant versus <5%by thewild-type protein). These
data suggest that Glu982 and Asp1037 are impor-
tant pH-sensing residues that modulate the pH-
dependent assembly of the M-PTC.
The pKa (where Ka is the acid dissociation
constant) of the ionizable groups in proteins may
be substantially shifted from the intrinsic pKa
depending on the microenvironment surrounding
these groups (32). Glu982 and Asp1037 of BoNT/A
are predicted (33) to have clearly increased pKa
values upon binding to NTNHA-A, partly because
of desolvation effect when they are buried in the
context of the M-PTC. Thus, Glu982 and Asp1037
are likely protonated at pH = 6.0 as their pKa
values increase during the BoNT/A–NTNHA-A
interaction, leading to a stable M-PTC. In con-
trast, these residues are deprotonated in a neutral
or alkaline environment, generating repulsive
charge interactions with NTNHA-A to destabilize
the M-PTC assembly. We replaced Glu982 and
Asp1037 with the isosteric, nontitratable residues
Gln and Asn (N), respectively, to mimic their
protonated state. BothHC-E982Q andHC-D1037N
showed significant binding with NTNHA-A at
pH = 7.5, further supporting the pH-sensing role
of these two residues (Fig. 3F and fig. S10). At
the same time, thermodynamic studies revealed a
loss of enthalpy on binding of HC-E982A to
NTNHA-A at pH = 7.5 compared to pH = 6.0
(DDH ~6.3 kcal mol−1) (table S1), suggesting
that the protein-protein interaction network be-
tween HC and NTNHA-A is partly impaired at
pH = 7.5. Thus, additional pH-sensing components
might exist in HC that become fully engaged in
binding with NTNHA-A only at pH = 6.0.
Collectively, these data suggest that the
assembly of the M-PTC is dynamically regulated
by key pH-sensing residues that switch protonation
states in response to the environmental pH. These
interaction sites would likely be the most malleable
parts of the PTC and could be specifically targeted
for the development of small-molecule inhibi-
tors to break up the PTC in the acidic GI tract. A
pharmacological approach such as this, which
focuses on preventive countermeasures at the
earliest stage of BoNT intoxication, would com-
plement current efforts to design inhibitors that
block the subsequent neuronal action of BoNT.
Our results also suggest mechanisms for the
development of an oral drug delivery system in
which proteinaceous drugs could be conjugated
to a BoNT fragment and protected from degra-
dation with NTNHA.
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Fig. 4. A pH-sensing mechanism. A close-up view
of pH-sensing residues Glu982 and Asp1037, which
are buried in the M-PTC in the vicinity of intra-
PTC charge-charge interactions. Key residues in
the interface are shown as ball-and-stick models.
Hydrogen bonds and charge-charge interactions are
indicated by dotted lines. A simulated-annealing
omit map of the M-PTC contoured at 1 s was
overlaid with the final refined model.
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Materials and Methods  
Construct design and cloning  
BoNT/A containing the three mutations in the LC catalytic site, E224Q/R363A/Y366F, was generated by 
QuikChange site-directed mutagenesis (Stratagene) using pBoNTAS as the template DNA (15). Either 
the E224Q/Y366F or the R363A/Y366F double mutation is sufficient to reduce the catalytic activity of 
BoNT/A-LC to undetectable levels (10, 34-36). BoNT/AE224Q/R363A/Y366F
 
displays no detectable 
neurotoxicity at 30,000-fold higher concentrations than wild-type BoNT/A in the MPN hemidiaphragm 
assay. We determined the crystal structure of BoNT/AE224Q/R363A/Y366F
 
at 4.3 Å by molecular replacement 
using the structure of wild-type BoNT/A (PDB code: 3BTA) as the search model. We confirmed that the 
triple mutations do not alter the overall structure of BoNT/A in comparison to the wild-type protein 
(r.m.s.d. 0.59 Å/1277 Cα pairs) (fig. S1) (13). In this report, BoNT/AE224Q/R363A/Y366F
 
is referred to as 
BoNT/Ai.  
The full-length NTNHA-A1 (referred to as NTNHA-A) gene was synthesized with codon usage optimized 
for E.coli expression (Geneart, Regensburg, Germany). The BoNT/Ai and NTNHA-A genes were cloned 
into the pQE 30 and pRSFDuet expression vectors, respectively. NTNHA-A has an N-terminal His-tag 
and a thrombin cleavage site, while BoNT/Ai has no affinity tag. The HC fragment of BoNT/A (HCA, 
residues Asn872–Leu1296) was inserted into the pQE 30 vector following a His-tag and a PreScission 
cleavage site. All the HCA mutants were prepared using QuikChange. A BoNT/A-specific VHH was 
cloned into the pET-32 vector downstream of the Trxtag and an enterokinase cleavage site.  
 
Protein expression and purification  
Recombinant nontoxic BoNT/Ai and NTNHA-A were co-expressed in the E. coli strain BL21RIL (DE3) 
(Novagen). HCA and its mutants, as well as VHH, were also expressed in the same strain. Bacteria 
were grown at 37 °C in TB medium and expression was induced with 0.1 mM isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) when OD600 had reached 0.6. The temperature was then decreased to 
20 °C and expression was continued for ~16 hours.  
The complex of BoNT/Ai–NTNHA-A was bound to a Ni-NTA (nitrilotriacetic acid) affinity column in a 
buffer containing 50 mM MES (pH 6.0), 400 mM NaCl, and 20 mM imidazole, and subsequently eluted 
in the same buffer containing 300 mM imidazole. The pooled eluted fractions were dialyzed overnight 
at 4 °C against a buffer composed of 50 mM MES (pH 6.0) and 400 mM NaCl, and thrombin was 
added to remove the His-tag from NTNHA-A. HCA and VHH were purified on a Ni-NTA column in 50 
mM Tris (pH 8.0) and 400 mM NaCl. The VHH Trx-tag was cleaved by enterokinase. The VHH and 
His-tagged HCA were further purified by size-exclusion chromatography (GE Healthcare) in 20 mM Tris 
(pH 8.0) and 150 mM NaCl.  
The partially purified His-tag–cleaved M-PTC and VHH were mixed at a molar ratio of 1:1.5 at room 
temperature for 1 hour, and then re-bound to a Ni-NTA affinity column. The flow-through was then 
loaded onto a size-exclusion chromatography column (GE Healthcare) in a buffer composed of 50 mM 
MES (pH 6.0) and 400 mM NaCl. The protein purity was further increased by MonoQ ion-exchange 
chromatography (GE Healthcare) in 20 mM MES (pH 6.0) and eluted with a NaCl gradient. The VHH-
bound M-PTC was exchanged into 20 mM MES (pH 6.0) plus 200 mM NaCl, and concentrated to ~5 
mg/ml for crystallization. The VHH-free M-PTC was prepared using a similar protocol in the absence of 
VHH.  
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Crystallization and diffraction data collection  
Initial crystallization screens for the M-PTC or the VHH-bound M-PTC were carried out using a Phoenix 
crystallization robot (Art Robbins Instrument) and commercial high-throughput crystallization screen 
kits from Hampton Research, Qiagen, or Emerald BioSystems. After extensive manual optimization, 
the best M-PTC crystals were grown by hanging-drop vapor diffusion at 20 ºC, in which the protein (~5 
mg/ml) was mixed in 1:1 ratio with a reservoir solution containing 1.2 M sodium malonate (pH 5.8) and 
0.5% n-dodecyl-N,N-dimethylamine-Noxide (LDAO). The optimized crystallization condition for the 
VHH-bound M-PTC was 12% PEG MME 2000, 16% pentaerythritol propoxylate (5/4 PO/OH), 0.1 M 
ammonium sulfate and 50 mM MES (pH 6.2). Micro-seeding was necessary to obtain single crystals for 
both the MPTC and the VHH-bound M-PTC.  
The VHH-free M-PTC crystals were cryoprotected in 3 M lithium acetate and flash-frozen in liquid 
nitrogen. The crystals belong to space group P6222, with unit cell dimensions a = b = 282.2 Å, c = 
374.8 Å; α = β = 90º, γ = 120º. After screening numerous crystals at beamline 9-2 of Stanford 
Synchrotron Radiation Lightsource (SSRL), the best native data set we collected was at 3.9 Å 
resolution. We have also collected a 5.8 Å data set at a wavelength of 0.97945 Å using a tantalum 
bromide cluster-derivatized crystal. Extensive optimization failed to improve the crystal quality. The 
crystals of the VHH-bound M-PTC were cryoprotected in the same mother liquor by gradually 
increasing the concentration of 5/4 PO/OH to 25%, and then flash-frozen in liquid  nitrogen. The X-
ray diffraction data were collected at 100 K at beam line 24-ID-C, Advanced  Photon Source (APS), 
using an ADSC Q315 detector. The crystals belong to space group P41212, with unit cell 
dimensions a = b = 156.1 Å, c = 324.6 Å; α = β = γ = 90º. The best diffraction data were collected at 
2.7 Å. All data sets were processed and scaled using iMosflm (37) and CCP4i (38). Data collection 
statistics are summarized in Table S2.  
 
Structure determination  
Using the native and the derivative data, we solved the structure of the VHH-free M-PTC to 3.9 Å by 
SIRAS (single isomorphous replacement with anomalous scattering) using PHENIX (39). Four tantalum 
bromide clusters were found. The resulting electron density map was readily interpretable (fig. S3). To 
our surprise, we were able to model two copies of BoNT/A (PDB code 3BTA) when LC, HN, and HC of 
BoNT/A were used as models separately. However, one molecule of “BoNT/A” fit the electron density 
poorly with clear mismatches between the BoNT/A model and the electron density, indicating that it 
should be NTNHA-A. This was further confirmed by resolving the crystals by SDS-PAGE, which clearly 
showed BoNT/Ai and NTNHA-A in an equimolar ratio.  
This preliminary model of the M-PTC composed of two molecules of BoNT/A was used as the search 
model to solve the 2.7 Å resolution structure of the VHH-bound M-PTC by molecular replacement 
using Phaser (40). The identity of BoNT/A was clearly confirmed by the VHH, which specifically binds 
to BoNT/A LC. The manual model building and refinements were performed in COOT (41) and 
PHENIX (39) in an iterative manner. The refinement progress was monitored with the free R value 
using a 5% randomly selected test set (42). The VHH-bound MPTC structure was refined to 2.7 Å 
with Rwork/Rfree = 0.18/0.22. The final structure model contains the full-length BoNT/Ai and NTNHA-A 
except for residues Ile435–Ala449 in BoNT/Ai and residues nGly114–nAla148 and nTry442–nAsn450 in 
NTNHA-A, which are not visible in the electron density maps. The structure was validated through the 
MolProbity web server (43) and showed excellent stereochemistry. In the Ramachandran plots, 
97.2% of residues are in the favored regions and no residue is in the disallowed regions. Structural 
refinement statistics are listed in Table S2. The coordinate and diffraction data have been deposited 
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in the Protein Data Bank.  
Sequence alignments were made using PROMALS (44) and ESPript (45). Isoelectric surface 
calculations were made using the APBS (46) add-on in PyMOL (http://www.pymol.org). The structure-
based protein pKa prediction was performed using PROPKA 3.1 (33). The rotation of BoNT/Ai-HC 
was measured by DynDom (47). All structure figures were prepared with PyMol.  
Pull-down assay  
NTNHA-A was used as the prey while His-tagged LHN, wild-type HC, or HC mutants were the bait. The 
pull-down assays were performed in parallel in 50 mM sodium phosphate (pH 6.0 or 7.5) and 300 mM 
NaCl using Ni-NTA resin. The amounts of NTNHA-A present after pull-down were normalized based on 
the amount of bait, and then scaled against NTNHA-A that bound to the wild-type HC at pH 6.0. To 
analyze the full-length BoNT/Ai (wild type, E982A, R861A/E868P/K871P, or L862K/L863E/T867K), N-
terminal His-tagged NTNHA-A was the bait.  
Analytical ultracentrifugation (AUC)  
Sedimentation equilibrium (SE) experiments were performed in a ProteomeLab XL-I 
(BeckmanCoulter) analytical ultracentrifuge. Purified BoNT/Ai-VHH, NTNHA-A, and the VHH-bound 
M-PTC were dialyzed extensively against a buffer containing 50 mM sodium phosphate (pH 6.0 or 
7.5) and 300 mM NaCl. Protein samples at concentrations of 0.28, 0.14, and 0.07 mg/ml were loaded 
in 6-channel equilibrium cells and run at 20 ºC in an An-50 Ti 8place rotor at 8,000 rpm until 
equilibrium was achieved, and thereafter at 10,000 rpm. Data sets for 8,000 and 10,000 rpm were 
analyzed independently using HeteroAnalysis software (by J.L. Cole and J.W. Lary, University of 
Connecticut).  
 
Isothermal titration calorimetry (ITC)  
The calorimetry titration experiments were performed at 23 ºC on an ITC200 calorimeter from 
Microcal/GE Life Sciences (Northampton, MA). The full-length NTNHA-A was used as the titrand in the 
cell, and the full-length BoNT/Ai, HCA, HCA-E982A, and HCA-K1000A were used as titrants in the syringe 
at a 10-fold higher concentration. Prior to each titration, protein samples were dialyzed extensively 
against the appropriate titration buffer to control for heat of dilution effects. A buffer containing 50 mM 
sodium phosphate (pH 6.0) and 300 mM NaCl was used for titration at acidic pH; and 50 mM sodium 
phosphate (pH 7.5) and 300 mM NaCl for titration at neutral pH. The data were analyzed using the 
Origin software package provided by the ITC manufacturer. The thermodynamic values reported are the 
average of three independent experiments. Representative titration curves are shown in Fig. S13.  
 
Proteolysis with trypsin or pepsin  
NTNHA-A, BoNT/Ai, and M-PTC were subjected to limited proteolysis with trypsin and pepsin overnight 
at room temperature. The trypsin digestions were performed at two different pHs in buffers containing 50 
mM sodium phosphate (pH 6.0 or 7.5) and 300 mM NaCl. The trypsin:sample ratios (w/w) were 1:10 (pH 
6.0) or 1:20 (pH 7.5). The digestions were stopped by adding 1 mM PMSF and boiling samples in 
reducing SDS-loading buffer for 10 minutes. The pepsin digestions were performed at a 1:100 ratio 
(w/w) of pepsin:sample in a buffer containing 50 mM citrate acid (pH 2.6, an optimal pH for the pepsin 
reaction) and 300 mM NaCl. Pepsin digestions were terminated by addition of a 1M Tris-HCl (pH 8.0) 
stock solution to give a final concentration of 200 mM and samples were then boiled in the reducing 
SDS-loading buffer. All samples were subjected to SDS-PAGE.  
 38
Toxicity assay  
The protection of active BoNT/A by NTNHA-A against low pH or tryptic digestion was verified by MPN 
hemidiaphragm assays. Wild-type and truncated M-PTC were assembled in a 1:1 stoichiometry at pH 
6.0 overnight. The free or complex forms of BoNT/A were incubated for 2 h at various pHs as indicated. 
Tryptic digestion (0.01 U of trypsin-agarose per µg of BoNT/A) was performed at pH 6.0 and 8.0 for 3 h 
and 8 h, respectively. Subsequent MPN toxicity assays were carried out at pH 7.4.  
The MPN hemidiaphragm assay was performed as described previously (15). The phrenic nerve was 
continuously stimulated at 5–25 mA with a frequency of 1 Hz and a pulse duration of 0.1 ms. Isometric 
contractions were transformed using a force transducer and recorded with VitroDat Online software (FMI 
GmbH, Seeheim, Germany). The time required to decrease the amplitude to 50% of the starting value 
(paralytic half-time) was determined. To determine the altered neurotoxicity of BoNT/A due to the 
various treatments, a concentration-response curve was performed with concentrations of the 
monomeric, untreated wild-type BoNT/A tested 15 times, to which a power function was ascribed: y(3.2, 
1.6, 0.8 pM) = 70.615x-0.25142, R= 0.9974. The resulting paralytic half-times of pH-or trypsin-treated free 
or complex forms of BoNT/A were converted to the corresponding concentrations of monomeric, 







Circular dichroism (CD) data was collected with a Jasco J-810 spectropolarimeter in a 1 mm path length 
cuvette with a concentration of ~1.0 µM degassed BoNT/A in PBS. Temperature induced denaturation 
was performed by monitoring the CD signal at 208 nm while increasing the temperature from 30 °C to 
60 °C with an average increase of 0.5 °C/min. GST pull-down assays were performed using GST-SV2C 
(454-579) as previously described (48). The catalytic activity of BoNT/A was measured using 3 µM of 
recombinant SNAP-25H6 in 20 mM Hepes-KOH, pH 7.2, 150 mM potassium glutamate at 37 °C for 60 







Fig. S1. A stereo diagram showing a σA-weighted 2Fo – Fc electron density map (contoured at 1.5 σ) of 
free BoNT/Ai (BoNT/AE224Q/R363A/Y366F) at 4.3 Å, overlaid with the final refined model. BoNT/Ai domains 
are blue (LC), orange (HN), and green (HC).  
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Fig. S2. Association properties of BoNT/Ai, NTNHA-A, and the M-PTC in solution characterized by 
analytic ultracentrifugation. (A) The M-PTC is predominately monomeric in solution. A representative 
figure is shown from the sedimentation equilibrium study on the MPTC (pH 6.0), performed using a 
loading concentration of 0.14 mg/ml and rotor speed of 8,000 rpm. Lower panel: absorbance data (blue 
dots) fit to a single-species model (red line). Upper panel: residuals from the fit. (B) BoNT/Ai is 
predominantly monomeric in solution. The representative figure shows data at pH 6.0 for a loading 
concentration of 0.14 mg/ml and rotor speed of 10,000 rpm. Lower panel: absorbance data (blue dots) fit 
to a single-species model (red line). (C) NTNHA-A weakly dimerizes in solution. The representative 
figure shows data at pH 6.0 for a loading concentration of 0.14 mg/ml and rotor speed of 10,000 rpm. 
Absorbance data (blue dots) were fit to a monomer-dimer model (red line) with an average Kd of ~22 
µM, suggesting that NTNHA-A is monomeric under physiological conditions.  
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Fig. S3. Structure of the M-PTC. (A) A stereo view of the M-PTC as a surface representation. The three 
domains of BoNT/Ai are colored in blue (LC), orange (HN), and green (HC), and in NTNHA-A the 
domains are yellow (nLC), cyan (nHN), and red (nHC). (B) A stereo diagram showing the experimental 
SIRAS (single isomorphous replacement with anomalous signal) phased electron density map. This map 
was calculated using a 3.9 Å data set collected on a VHH-free M-PTC crystal. The map is contoured at 
1.5 σ and overlaid with the final refined model of the VHH-bound M-PTC, except that VHH is omitted. 
Note that the VHH-bound MPTC, where BoNT/Ai and NTNHA-A are colored salmon and green, 
respectively, fits well into the electron density of the VHH-free M-PTC, indicating that the two M-PTCs 




Fig. S4. Structure of the M-PTC. (A) Cartoon presentation of the M-PTC. BoNT/Ai and NTNHA-A are 
colored as in Fig. 1. Corresponding surface representations of the M-PTC are shown on the top. (B-C) 




Fig. S5. Interactions between BoNT/Ai and VHH. (A) An overall view of the VHH-bound M-PTC. The M-
PTC is shown as a surface representation and is colored in the same scheme as that in Fig. 1. VHH 
bound to BoNT/Ai-LC is shown as a cartoon model in purple. A close-up view of VHH is shown in panel 
B. The three complementarity-determining regions (CDRs) are highlighted in blue. (C) The sequence 
and secondary structure of VHH. The three CDRs are highlighted in yellow. Key residues that bind to 
BoNT/Ai are all located in the CDRs and are labeled with red ovals. (D) A close-up view of the interface 
between BoNT/Ai (blue) and VHH (purple). Interacting residues are shown as sticks and hydrogen 
bonds are indicated by dotted lines. A similar view of the BoNT/Ai-VHH interface is shown in panel E 
except that the molecular surface of VHH is drawn. Two loop regions of LC (green) connecting β1-β2 
and β5β6 are bound by VHH. The belt of BoNT/Ai (orange) that wraps around LC does not directly 
interact with VHH.      
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Fig. S6. The structure of NTNHA-A is highly similar to that of BoNT/A. The homologous domains of 
BoNT/Ai (orange) and NTNHA-A (green) are superimposed based on Cα atoms, and are shown as 
stereo views. (A) BoNT/Ai-LC (residues 1–434) vs. NTNHA-A-nLC (residues 1– 408). Residues nGly114 
–nAla148 are not visible in the electron density map. (B) BoNT/Ai-HN (residues 450–870) vs. NTNHA-A-
nHN (residues 409–829). NTNHA-A maintains the homologous belt region of BoNT/A (nAsp451–nAsn496, 
referred to as nBelt). The BoNT/A belt is a mostly extended loop that wraps around LC and is suggested 
to be a pseudosubstrate inhibitor of the LC protease, and/or a chaperone during translocation of LC into 
the cytosol (49). Nine residues (nTyr442–nAsn450) just upstream of the nBelt are not visible in the crystal 
structure. We resolved the crystals of the M-PTC by SDS-PAGE and confirmed that this region of 
NTNHA-A is intact, suggesting that the region has a very flexible conformation. (C) BoNT/Ai-HC 
(residues 871–1296) vs. NTNHA-A-nHC (residues 830–1193). nHC has deletions in many areas that are 
present in HC. Among the most prominent deletions in nHC are between β34–β35 (7 residues), β42–β43 







Fig. S7. Sequence alignment of representative serotypes of NTNHA. Sequence analysis was 
performed using the available NTNHA sequences, and a phylogenetic tree was generated. For 
clarity, representative NTNHA sequences were selected to cover all serotypes: A1 
(YP_001253341.1), A2 (YP_002803126.1), B (YP_001693308.1), C1 (YP_398515.1), D 
(BAA75083.1), E (ZP_04822317.1), F (YP_001390122.1), and G (CAA61228.1). Identical residues 
are in red and similarly conserved residues are in blue. The secondary structure of NTNHA-A1, as 
part of the M-PTC studied in this work, is shown on the top. Residues are numbered according to 
NTNHA-A1. Residues forming hydrogen bonds and salt bridges with BoNT/Ai are indicated by red 
ovals. Two regions of NTNHA-A (nGly114–nAla148 and nTyr442– nAsn450) that are not visible in the 
structure of the M-PTC are indicated by dotted lines. Some of the known nicking sites in NTNHA are 




Fig. S8. The HC fragment can rotate around the HN-HC linker. (A) Superposition of the complex form of 
BoNT/Ai and free BoNT/E based on Cα atoms in LC and HN. The complex form of BoNT/Ai is colored as 
in Fig. 1. The HC fragment of free BoNT/E is violet, while its LC and HN are omitted for clarity. The 
linkers are red and gray in the complex form of BoNT/Ai and free BoNT/E, respectively. (B) Structural 
superposition of the free forms of BoNT/A (green), BoNT/B (yellow), BoNT/E (blue), and the complex 
form of BoNT/Ai (red). LC and HN moieties of the complex form of BoNT/Ai are shown as a gray surface 
model. For clarity, the HC fragment is omitted except that β26-27 (Ser877–Asn890) is shown to indicate the 
location of the N-terminus of HC (red circle). (C) Cartoon model showing the three conformations of the 
HC fragment. The receptor-binding site in HC is indicated by a red star. (D) Sequence alignments in the 
HN-HC linker. Residues that adopt an α-helix or β-sheet are in orange or green, respectively. The linker 
in BoNT/E does not adopt rigid secondary structure. The triple mutations, R861A/E868P/K871P and 
L862K/L863E/T867K, are highlighted with blue and red arrows, respectively.  
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. (A) Thermal denaturation 
analysis by circular dichroism suggests that the BoNT/A mutants adopt the wildtype–like structure. Tm 




are 49.3 °C, 48.0 °C, 
and 47.0 °C, respectively. (B) Binding of the BoNT/A mutants to the protein receptor SV2C in a GST 
pull-down assay was similar to the wild-type BoNT/A. (C) Mutants displayed unaltered catalytic activity 
towards the neuronal substrate (recombinant SNAP-25). (D) Mutants bound NTNHA-A comparably to 







Fig. S10. Pull-down assays between full-length NTNHA-A (prey) and BoNT/A truncations or HCA 




Fig. S11. A pH-sensing mechanism. (A) Stereo view of part of the intra-PTC interface between BoNT/Ai-
HC (green) and NTNHA-A-nHN (cyan). The location of this interface is highlighted by a box on a surface 
representation of the M-PTC shown below. Key interface residues are shown as ball-and-stick models. 
Hydrogen bonds and charge-charge interactions are indicated by dotted lines. A simulated-annealing 
omit map of the M-PTC contoured at 1 σ was overlaid with the final refined model. (B) Same interface as 




Fig. S12. Mutants of BoNT/A-HC (HCA) adopt wild-type–like structures. The thermal stability of the HCA 
variants was measured using a fluorescence-based thermal shift assay on a LightCycler 480 system 
(Roche) (51). Specifically, protein melting was monitored using a hydrophobic binding dye, SYPRO 
Orange (Sigma-Aldrich), as the temperature was gradually increased from 20 ºC to 95 ºC. The midpoint 
(Tm value) of the protein-melting curve was determined using the melting curve analysis software 
provided by the instrument manufacturer. The data is represented as mean ± SD, n = 3. All HCA mutants 
showed indistinguishable Tm to wild-type HCA both at pH 6.0 (A) and pH 7.5 (B), indicating correct 




Fig. S13. Thermodynamic studies of the interactions between BoNT/Ai and NTNHA-A by isothermal 
titration calorimetry (ITC). The representative ITC data are shown for (A) full-length BoNT/Ai vs. 
NTNHA-A at pH 6.0, (B) wild-type HCA vs. NTNHA-A at pH 6.0, (C) HCAK1000A vs. NTNHA-A at pH 
6.0, (D) HCA-E982A vs. NTNHA-A at pH 6.0, and (E) HCAE982A vs. NTNHA-A at pH 7.5.  
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E-mail address: Rummel.Andreas@mh-hannover.dBotulinum neurotoxins (BoNTs) inhibit neurotransmitter release by hydrolysing SNARE proteins
essential for exocytosis. The synaptic vesicle protein synaptotagmin-II of rat and mouse acts as neu-
ronal high afﬁnity receptor for BoNT/B and BoNT/G. Here, we show that human synaptotagmin-II is
not a high afﬁnity receptor for BoNT/B and G due to a phenylalanine to leucine mutation in its lumi-
nal domain present only in humans and chimpanzees. It eliminates one of three major interactions
between synaptotagmin-II and BoNT/B and hereby explains the disparity in potency of BoNT/B in
humans and mice as well as the 40-fold higher dosage of rimabotulinumtoxinB versus onabotuli-
numtoxinA.
Structured summary of protein interactions:
rSyt-II binds to BoNT/G by pull down (View Interaction: 1, 2)
rSyt-II binds to BoNT/B by pull down (View Interaction: 1, 2)
 2012 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.1. Introduction tive attachment protein receptors of the vesicular fusion machin-Botulinum neurotoxins (BoNTs) are extremely poisonous bacte-
rial protein toxins causing the disease botulism due to blockade of
the acetylcholine release at the neuromuscular junction. On the
other hand they are extensively employed as highly effective med-
icines to treat diseases like cervical dystonia, blepharospasm,
hyperhidrosis and overactive bladder syndrome. The seven BoNT
serotypes A–G are composed of four domains which play individ-
ual roles in their intoxication mechanism. The C-terminal HCC do-
main harbours the two receptor binding sites for gangliosides
and/or a synaptic vesicle protein [1]. The function of the adjacent
HCN domain is the least understood. It can interact with phospha-
tidylinositol phosphates [2] and might trigger the translocation
step [3]. Together, they constitute the 50 kDa HC-fragment which
forms together with the HN domain the 100 kDa heavy chain
(HC). The HN domain spans a pore into the synaptic vesicle mem-
brane thereby translocating the partially unfolded light chain
(LC), a Zn2+ dependent endopeptidase, into the neuronal cytosol
to speciﬁcally hydrolyse certain soluble N-ethlymaleimide sensi-chemical Societies. Published by E
heavy chain; HC, carboxyl-
; HCN, amino-terminal half of
2, synaptic vesicle glycopro-
ptotagmin, respectively; CD,
e (A. Rummel).ery [4]. This results in disruption of the Ca2+ triggered fusion of
synaptic vesicles with the presynaptic membrane thereby blocking
release of acetylcholine.
Local injections of BoNT are widely recognised as themost effec-
tive treatment for cervical dystonia. BoNT/B (rimabotulinumtoxinB)
and BoNT/A (onabotulinumtoxinA) have been shown to be effective
for cervical dystonia inmultiple open-label and controlled trials [5].
Both drugs were compared within the indication cervical dystonia
(CD) using a randomized, double-blind, parallel-arm study design
[6]. Both serotypes had equivalent beneﬁt in subjects with CD at
4 weeks. However, the mean dosage was 205 ± 50 units (U) onabo-
tulinumtoxinA and 8520 ± 1892 U rimabotulinumtoxinB (one U is
deﬁned as one mouse LD50) which corresponds to 40-fold higher
dosageof rimabotulinumtoxinB [6]. Suchhighproteindosage causes
a high frequency of antibody induced therapy failure [7,8]. On the
other hand, the speciﬁc activities in mice were determined to be
20–35 U/ng for onabotulinumtoxinA [9,10] and to be 90–107 U/ng
for rimabotulinumtoxinB [11] which differs only by factor 3–5.
Hence, this approximately 10-fold lowerpotencyof rimabotulinum-
toxinB in human versus mouse has to be attributable to species dif-
ferences on the molecular level. Analysis of the amino acid
sequences 53–92 and 51–90 of VAMP-1 and VAMP-2, respectively,
the neuronal substrates of BoNT/B, revealed 100% identity between
human andmouse VAMP-1 and -2, respectively, excluding impaired
substrate hydrolysis in human [12]. Therefore a difference in recep-
tor recognition might cause the disparity in potency.lsevier B.V. All rights reserved.
Fig. 1. F54 is not conserved in human Syt-II. (A) Sequence alignment of the intraluminal domain of human (h), rat (r), mouse (m) and chimpanzee (c) Syt-II and Syt-I,
respectively. The 17 residues of rSyt-II forming a a-helix upon binding to BoNT/B are underlined. The seven residues mediating the interaction of rSyt-II with BoNT/B are
highlighted in bold. The two residues turning rSyt-I into a high afﬁnity receptor are underlined. The substitution L51 in hSyt-II and cSyt-II corresponding to F54 in rat and
mouse Syt-II is highlighted in green. (B) Binding of the transmembrane juxtaposed 17mer peptide of the intraluminal domain of rSyt-II in an a-helical conformation (amino
acids in orange ball and stick presentation) to the saddle like site in the distal tip of the HCC-domain of BoNT/B (residues in grey stick presentation) (2nm1.pdb). K1192 forms
an important salt bridge to E57 of rSyt-II (dashed line). F54 corresponding to L51 in hSyt-II is highlighted in green ball and stick presentation.
J. Strotmeier et al. / FEBS Letters 586 (2012) 310–313 311BoNT are taken up by a double receptor mechanism [13,14].
First, abundant polysialo gangliosides trap and accumulate BoNTs
in the plane of the plasma membrane thus increasing the probabil-
ity to contact their sparsely occurring synaptic vesicle protein
receptors [1]. The intravesicular parts of these proteins are only
temporarily exposed upon fusion of synaptic vesicles at the synap-
tic cleft. BoNT/B and BoNT/G use as their receptors the membrane
juxtaposed 20 amino acids of the intraluminal domain of Synapto-
tagmin (Syt)-I and Syt-II (residues 32–52 and 40–60, respectively)
[15–17], two homologous type I membrane proteins of synaptic
vesicles that link membrane fusion to Ca2+ entry [18–21]. The
mode of interaction of BoNT/B with its protein receptor Syt-II
was elucidated in parallel by co-crystallization of full-length
BoNT/B with a 21mer peptide encoding mouse (m) Syt-II 40-60
[22] and by crystallizing the BoNT/B HC-fragment fused to the pep-
tide encoding rat (r) Syt-II 8-61 [23]. Interestingly, the in solution
unstructured luminal domain of mSyt-II and rSyt-II Syt-II formed
a 17 residue long a-helix upon binding to a saddle like crevice at
the distal tip of the BoNT/B HC-fragment in the direct neighbour-
hood of the single ganglioside binding pocket (Fig. 1B). Only six
hydrophobic residues, especially F47 and F54, of Syt-II interact
via two adjacent pockets in HCB (Fig. 1A). In addition, E57 forms
an important salt bridge with K1192 of HCB. Syt-I has one to two
orders of magnitude lower afﬁnity for BoNT/B compared to Syt-II
[23,24] due to the substitutions Syt-I M47 instead of Syt-II F55and Syt-I L50 instead of Syt-II I58 (Fig. 1A). Double mutation
M47F/L50I converted Syt-I to a Syt-II-like high afﬁnity receptor
thereby substantiating a conserved binding mode for both Syt iso-
forms [23]. Another study evidenced that Syt-I and Syt-II bind to
the equivalent place in BoNT/G [14].
In the present study, we investigated whether amino acid
changes in the intraluminal domains of hSyt-I and hSyt-II could
be responsible for the observed potency difference of BoNT/B in
humans compared to mice. We identiﬁed in the intraluminal do-
main of the BoNT/B high-afﬁnity receptor rSyt-II that F54, which
forms an important interaction with BoNT/B, is mutated to leucine
in hSyt-II and chimpanzee (c) Syt-II. Introduction of the corre-
sponding mutation F54L into rSyt-II abolished its binding to the
HC-fragments of BoNT/B and G in GST-pull-down assays. Hence, a
drastically impaired receptor recognition by BoNT/B provides an
explanation for its decreased potency in humans. Targeted modiﬁ-
cation of the BoNT/B Syt-binding site might improve afﬁnity to
hSyt-II and thereby increase the potency in humans.2. Materials and methods
Fig. 1B was prepared using the programme Discovery Studio
Visualizer 2.5 (Accelrys Software Inc.). Sequence alignment was
made using ClustalW.
Fig. 2. BoNT/B and G HC-fragments do not bind to GST-rSyt-II 1-61 F54L. (A) GST
(25 kDa), GST-rSyt-II 1-61 wild-type (33 kDa) and its mutants F54A and F54L were
immobilised on glutathione-sepharose beads and incubated with HCB and HCG
(50 kDa) for 2 h at 4 C. Proteins bound to the solid phase were visualised by
Coomassie blue staining. (B) Amounts of bound HCB (ﬁlled) and HCG (empty
column) are quantiﬁed (n = 4, ±S.D.).
312 J. Strotmeier et al. / FEBS Letters 586 (2012) 310–3132.1. Plasmid constructions and production of proteins
Production and puriﬁcation of the HC-fragments of BoNT/B and
G carrying a carboxyl-terminal StrepTag as well as GST-rSyt-II 1-61
were previously described [17,25]. Mutations of GST-rSyt-II were
generated by the Genetailor method (Invitrogen) using suitable
primers and pGEXSytII-61C as template DNA [17]. Nucleotide se-
quences of all mutants were veriﬁed by DNA sequencing.
2.2. GST-pull-down assays
GST-fusion-proteins (150 pmol each) immobilised to 10 ll of
glutathione-sepharose-4B matrix were incubated with recombi-
nant HC-fragments (100 pmol each) in a total volume of 100 ll
20 mM Tris–HCl, 150 mM NaCl, pH 7.2 supplemented with 0.5%
Triton X-100 (Tris/NaCl/Triton) buffer for 2 h at 4 C. Beads were
collected by centrifugation and washed three times each with
160 ll Tris/NaCl/Triton buffer. Washed pellet fractions were boiled
in SDS sample buffer, analysed by 12.5% SDS-polyacrylamide gelelectrophoresis, detected by Coomassie blue staining and subse-
quently quantiﬁed.3. Results and discussion
3.1. Human and chimpanzee Syt-II display a unique single mutation at
position 51
The amino acid sequences of the intraluminal domains of hu-
man, rat, and mouse Syt-I and Syt-II were aligned (Fig. 1A). Accord-
ing to biochemical data and crystallographic studies, only the
membrane juxtaposed 17 amino acids of Syt-I and Syt-II interact
with the HC-fragment of BoNT/B (Fig. 1B) [15,17,22–24]. Here,
F47 and F54 as well as E57 of rSyt-II and mSyt-II form the main
interactions with BoNT/B [22,23]. Identical residues are found
within the homologous segment of human, mouse and rat Syt-I
(F39, F46 and E49). In contrast, residue 51 of human and chimpan-
zee Syt-II corresponding to F54 in mouse and rat Syt-II is a leucine
(Fig. 1A). According to the receptor-toxin structure HCB-rSyt-II, F54
constitutes one of two major hydrophobic interactions with BoNT/
B, and its mutation to alanine completely abolished binding of HCB
in a pull-down assay [23]. Thus, L51 of hSyt-II is a likely candidate
for impaired afﬁnity to BoNT/B and G.3.2. BoNT/B and G HC-fragments do not bind GST-rSyt-II 1-61 F54L
To test the effect of the Phe to Leu replacement at position 51 in
hSyt-II we generated the GST-fusion protein GST-rSyt-II 1-61 F54L
to allow a better comparison with previous binding experiments of
HCB employing rSyt-II. The substitution D52 in rSyt-II versus E52
and E49 in mSyt-II and hSyt-II, respectively, is irrelevant since res-
idue 52 does not interact with HCB and the mutant mSyt-II E52A
displays wild-type binding characteristics [22]. The GST-rSyt-II 1-
61 F54L mutant was recombinantly expressed in Escherichia coli
and could be isolated in yields comparable to the wild-type con-
struct. Subsequently, we performed GST-pull-down assays and
tested the binding of HCB and HCG to the mutant F54L in compar-
ison to wild-type and mutant F54A [23]. HCB and HCG bound to
GST-rSyt-II 1-61 wild-type with 49 ± 14 and 22 ± 9 mol%, respec-
tively (Fig. 2B). The lower afﬁnity of HCG to Syt-II versus HCB is
in accordance with previous data [14,17]. Removing the phenyl
ring of residue 54 (F54A) abolished binding of HCB as well as of
HCG to GST-rSyt-II 1-61 as shown previously [22,23,26]. Finally,
mutant F54L corresponding to hSyt-II similarly deletes binding of
HCB and HCG to GST-rSyt-II 1-61. As F54L is the only replacement
of hSyt-II versus mSyt-II among interacting amino acids, human
Syt-II will bind BoNT/B and G with much lower afﬁnity than mouse
or rat Syt-II. This result underlines the importance of the phenyl
side chain at residue 54 for mediating the hydrophobic interaction
with both BoNT serotypes and is further supported by the muta-
tion of F54 to methionine which also deleted binding with BoNT/
B [26].
In conclusion, this ﬁnding explains the minimum 10-fold lower
potency of BoNT/B in humans compared to mice. Furthermore,
although BoNT/B binds Syt-I with a 10- to 100-fold higher dissoci-
ation constant [23,24], it seems that in humans presumably Syt-I
mediates the neuronal uptake of BoNT/B since the three key resi-
dues (F40, F47 and E50) are conserved in human Syt-I. In addition,
hereby we provide one explanation for the rareness of human bot-
ulism cases caused by BoNT/G [27]. Moreover, this study also sheds
light onto the problematic issue of extrapolating results of animal
experiments or non-human cell line based assays for pharmaceuti-
cal applications in humans. In this case, only experiments in chim-
panzees and no other mammals would have yielded results valid
for humans. In the future, employing the detailed knowledge of
J. Strotmeier et al. / FEBS Letters 586 (2012) 310–313 313BoNT-Syt receptor interaction, one could increase the low binding
afﬁnity to human Syt-II by rationale site directed mutagenesis in
the Syt binding site thereby increasing the potency of BoNT/B in
humans to provide a highly effective alternative treatment for
BoNT/A-non-responding patients with movement disorders.
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Botulinum neurotoxin serotype D attacks neurons via two
carbohydrate-binding sites in a ganglioside-dependent manner
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The extraordinarily high toxicity of botulinum neurotoxins
primarily results from their specific binding and uptake into
neurons. At motor neurons, the seven BoNT (botulinum
neurotoxin) serotypes A–G inhibit acetylcholine release leading
to flaccid paralysis. Uptake of BoNT/A, B, E, F and G requires
a dual interaction with gangliosides and the synaptic vesicle
proteins synaptotagmin or SV2 (synaptic vesicle glycoprotein 2),
whereas little is known about the cell entry mechanisms of
the serotypes C and D, which display the lowest amino acid
sequence identity compared with the other five serotypes. In the
present study we demonstrate that the neurotoxicity of BoNT/D
depends on the presence of gangliosides by employing phrenic
nerve hemidiaphragm preparations derived from mice expressing
the gangliosides GM3, GM2, GM1 and GD1a, or only GM3
[a description of our use of ganglioside nomenclature is given
in Svennerholm (1994) Prog. Brain Res. 101, XI–XIV]. High-
resolution crystal structures of the 50 kDa cell-binding domain
of BoNT/D alone and in complex with sialic acid, as well as
biological analyses of single-site BoNT/D mutants identified
two carbohydrate-binding sites. One site is located at a position
previously identified in BoNT/A, B, E, F and G, but is lacking
the conserved SXWY motif. The other site, co-ordinating one
molecule of sialic acid, resembles the second ganglioside-binding
pocket (the sialic-acid-binding site) of TeNT (tetanus neurotoxin).
Key words: botulinum neurotoxin D (BoNT/D), crystal structure,
ganglioside-binding site, HC fragment, sialic acid complex.
INTRODUCTION
BoNT/D (botulinum neurotoxin serotype D), produced by
Clostridium botulinum, belongs to the family of CNTs (clostridial
neurotoxins). CNTs comprise the seven BoNT serotypes A–G and
TeNT (tetanus neurotoxin) that cause the diseases botulism
and tetanus respectively. Their neurospecific binding to unmy-
elinated areas of nerve terminals [2] is the main cause of toxicity
and they have a median lethal dose (LD50) below 1 ng per kg of
body weight, electing them to the most toxic agents known [3].
At motor neurons, BoNTs inhibit acetylcholine release, leading
to flaccid paralysis, whereas TeNT is subjected to retrograde
transport into inhibitory neurons and blocks release of glycine
and γ -aminobutyric acid, which results in spastic paralysis.
The crystal structures of the 150 kDa BoNT/A, B and E
holotoxins [4–6] revealed that all CNTs are composed of four
functionally independent domains, which perform individual
tasks in the multi-step intoxication process [7]. The 100 kDa
HC (heavy chain) contains three of the four domains. The C-
terminal 25 kDa HCC (C-terminal HC) domain mediates the
neurospecific binding and uptake of BoNT/A, B, E, F and G,
as the first step to attack neurons (for a review, see [8]) [9].
The role of the N-terminally neighbouring 25 kDa HCN (N-
terminal HC) domain in the intoxication mechanism is still unclear,
although it is suggested that BoNT/A HCN weakly interacts with
phosphatidylinositol phosphates [10]. Together the HCC and HCN
domains form the 50 kDa HC fragment that displays intact
neurospecific binding; the HC fragment can be isolated from full-
length BoNT by proteolytic digestion or can be autonomously
expressed in Escherichia coli. So far, the crystal structures of
isolated HC fragments alone or in complex with carbohydrates
or receptor peptides have been determined for BoNT/A, B,
F, G and TeNT [11–17], whereas the structures of BoNT/C
and D are still unknown. The N-terminal half of the HC, the
50 kDa HN translocation domain, forms a channel and delivers
the partially unfolded disulfide-bond-linked 50 kDa LC (light
chain) into the cytosol [18,19]. Within the cytosol, the released
LC, a Zn2+-dependent endopeptidase, hydrolyses members of
the three neuronal SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
fusion protein-attachment protein receptors), thereby blocking
Ca2+-triggered exocytosis [7].
Widely distributed gangliosides represent low-affinity neuronal
receptors responsible for accumulating CNTs on neuronal
surfaces. This interaction has been studied extensively using
in vitro assays for all serotypes (for reviews, see [20,21]).
Their physiological role has been demonstrated for all CNTs
using mice or mouse hippocampal neurons displaying different
expression patterns of polysialogangliosides, as a result of
Abbreviations used: BoNT, botulinum neurotoxin; CNT, clostridial neurotoxin; GD3S, GD3 synthetase; GM3S, GM3 synthetase; HC, heavy chain; HCA,
BoNT/A HC fragment; HCB, BoNT/B HC fragment; HCD, BoNT/D HC fragment; KO, knockout; LC, light chain; MALDI, matrix-assisted laser-desorption
ionization; MPN, mice phrenic nerve; NAcGal, N-acetylgalactosamine; NAcGalT, β-1,4-N-acetylgalactosamine transferase; NAcNeu, N-acetylneuraminic
acid (salic acid); PEG, poly(ethylene glycol); RMSD, root mean square deviation; SV, synaptic vesicle; Syt, synaptotagmin; TeNT, tetanus neurotoxin; TOF,
time-of-flight.
1 These authors contributed equally to this work.
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The co-ordinates and diffraction data for the apo-BoNT/D HC fragment and BoNT/D HC fragment–NAcNeu have been deposited in the PDB under codes
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specific gene KOs (knockouts) [8,9]. Surprisingly, only BoNT/D
does not seem to require gangliosides for neuronal uptake, but
uses phosphatidylethanolamine instead [22]; however, it was
previously demonstrated that the biological activity of BoNT/D
is inhibited in mice and hemidiaphragm preparations by pre-
incubation with GT1b in a dose-dependent manner [23].
Several studies have demonstrated an accelerated uptake of
BoNT/A–G and TeNT into the phrenic nerve prepared together
with the adjacent hemidiaphragm and into isolated neuronal
cultures, upon electrical and chemical stimulation respectively,
as neuronal stimulation causes increased rates of exo- and endo-
cytosis of SVs (synaptic vesicles) (for a review, see [8]) [9].
The N-terminal luminal domains of the SV membrane proteins
Syt (synaptotagmin)-I and Syt-II were identified as the protein
receptors for BoNT/B [24,25]. Co-crystallization of Syt-II with
BoNT/B refined the binding segment to an α-helical 17-mer
peptide adjacent to the transmembrane domain of Syt-II [12,26].
BoNT/G interacts with identical segments of Syt-I and Syt-
II, but none of the other CNTs bind to either Syt-I or Syt-II
[27]. Thereafter, the three isoforms of SV2 (SV glycoprotein 2),
a 12-transmembrane-domain protein, were identified as protein
receptors for BoNT/A [28,29], BoNT/E [30] and BoNT/F [9,13].
It is still under debate whether BoNT/C and D engage protein
receptors for their neuronal uptake [22].
In more recent years, a conserved ganglioside-binding site in
the HCC domain, containing an ‘E(D) . . . H . . . SXWY . . . G’ motif
that interacts with the terminal NAcGalβ3–1Galβ (where NAcGal
is N-acetylgalactosamine and Gal is galactose) moiety of GT1b
and GD1a, has been described for BoNT/A [11,31], BoNT/B
[5,31], BoNT/E [9], BoNT/F [9,13], BoNT/G [15,32] and TeNT
[17,33]. A description of our use of ganglioside nomenclature is
given in [1]. In addition, the binding site for the protein receptor
of BoNT/B and G has been allocated to their HCC domains
[12,26,32,34]. Interestingly, the TeNT HCC domain contains a
second ganglioside-binding site (called the sialic-acid-binding
site) at the homologous location with the protein-receptor-binding
site in BoNT/B and G, which interacts either with the disialic acid
branch of GD1b and GT1b [16,17,33,35,36], or, eventually, with a
glycosylated protein receptor [37]. Only binding to both receptors
allows CNTs to show neurospecific uptake, thereby confirming the
double receptor mechanism [38]. However, analysis of an amino
acid sequence alignment of all BoNT HCC domains does not reveal
such a conserved ganglioside binding motif in BoNT/D [31] and
its potential binding to gangliosides is currently ambiguous.
In the present study we employed MPN (mice phrenic nerve)
hemidiaphragm preparations derived from mice only expressing
either GM3 or the a-series gangliosides (GM3, GM2, GM1 and
GD1a), and demonstrate that the biological activity of BoNT/D
depends on the expression of complex polysialogangliosides.
Binding of GT1b to HCD (BoNT/D HC fragment) was revealed by
MALDI (matrix-assisted laser-desorption ionization)–TOF (time-
of-flight)-MS. To further understand the mechanism underlying
BoNT/D–ganglioside recognition, we have determined the crystal
structures of HCD alone and in complex with sialic acid at
1.7 Å (1 Å = 0.1 nm) and 2.0 Å respectively. A carbohydrate-
binding site in BoNT/D was identified that locates similarly
to the protein-receptor-binding site in BoNT/B and G, as well
as the sialic-acid-binding site in TeNT. Structure-based site-
directed mutagenesis in BoNT/D was performed, focusing on
the newly identified sialic-acid-binding site, as well as the
equivalent ‘conserved’ ganglioside-binding pocket as observed
in BoNT/A, B, E, F and G. Mutants in either site showed
drastically decreased binding to neuronal membranes, as well as
severely reduced biological activity in the MPN hemidiaphragm
assay. Hence BoNT/D binding to cell-surface gangliosides is
required in order to exert its neurotoxicity and it employs two
receptor pockets within its HCC domain for the carbohydrate
interaction.
EXPERIMENTAL
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 4.03
software.
Plasmid construction
Plasmids encoding the HC fragments (pHCDS for recombinant
expression in E. coli, pSP72-HCD for in vitro transcrip-
tion/translation) and the full-length BoNT/D (pBoNTDS) of C.
botulinum strain BVD/-3 (EMBL accession number X54254)
have been described previously [39,40]. Mutations in HCD
were generated using the GeneTailorTM method (Invitrogen)
using suitable primers and pHCDS and pSP72-HCD as template
DNA. Mutated expression plasmids for full-length BoNT/D were
generated by swapping DNA fragments between pBoNTDS
and mutated pHCDS and pSP72-HCD plasmids respectively.
Nucleotide sequences of all mutants were verified by DNA
sequencing.
Production of recombinant proteins
Recombinant full-length neurotoxins were expressed under
biosafety level 2 containment (project number GAA A/Z
40654/3/123) in the E. coli strain M15[pREP4] (Qiagen),
following 16 h of induction at 22 ◦C. Proteins were purified
on Strep-Tactin® Superflow® columns (IBA) according to the
manufacturer’s instructions and were stored in 100 mM Tris/HCl,
pH 8.0. All recombinant proteins were shock-frozen in liquid
nitrogen, and kept at − 70 ◦C.
Crystallization and diffraction data collection
The isolated wild-type HCD was further purified with an ¨AKTA
Purifier using a Superdex-200 16/60 column (GE Healthcare)
in buffer containing 30 mM Tris/HCl, pH 7.6, and 500
mM NaCl and were then concentrated to ∼7 mg/ml for
crystallization. Initial crystallization screens were carried out
using a Phoenix crystallization robot (Art Robbins Instruments)
and high-throughput crystallization screen kits from Hampton
Research, Qiagen or Emerald BioSystems. The best crystals were
grown at 18 ◦C by the hanging-drop vapour-diffusion method in
an 1:1 (v/v) ratio of protein and reservoir solution containing 0.1
M Hepes, pH 8.0, and 7% (v/v) PEG [poly(ethylene glycol)]
10K. The crystals were cryoprotected in the same mother liquor,
supplemented with 25% (v/v) glycerol, and then flash-frozen
in liquid nitrogen. The crystals of the sialic acid complex HCD–
NAcNeu (N-acetylneuraminic acid or salic acid) were obtained by
soaking the HCD crystals in a solution containing 10 mM Hepes,
pH 8.0, 150 mM NAcNeu, 14% (v/v) PEG 10K and 25% (v/v)
glycerol for 8 h at 18 ◦C. These crystals were then directly frozen
in liquid nitrogen. The X-ray diffraction data of the apo-HCD and
the HCD–NAcNeu complex were collected at 100K at beam line
9–2 of the SSRL (Stanford Synchrotron Radiation Laboratory),
using a Mar-325 CCD (charge-coupled-device) detector. All data
sets were processed and scaled by using HKL2000 [41]. Data
collection statistics are summarized in Table 1. The crystals of the
apo-HCD or the HCD–NAcNeu complex belong to the P 21 21 21
space group with unit cell dimensions of a = 60.7 Å, b = 89.9 Å,
c = 94.1 Å, or a = 60.2 Å, b = 90.0 Å, c = 93.5 Å respectively.
c© The Authors Journal compilation c© 2010 Biochemical Society
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Table 1 Data collection and refinement statistics
Values in parentheses represent the highest resolution shell. Rmerge = h j |Ihj −
<Ih>|/h j |Ih,j |; Rwork = (‖F o| − |F c‖)/|F o|; 5 % of the reflections were set aside for
calculation of R free.
Parameter Apo-HCD HCD–NAcNeu
Data collection
Wavelength (A˚) 1.0000 1.0000
Space group P 21 21 21 P 21 21 21
Unit cell (a, b, c; A˚) 60.68, 89.87, 94.12 60.23, 90.04, 93.52
Resolution (A˚) 50–1.72 (1.78–1.72) 50–2.00 (2.07–2.00)
Total observations 407,040 238,813
Unique observations 55,098 34,615
Average redundancy 7.4 (7.2) 6.9 (6.2)
Data completeness ( %) 99.2 (91.8) 98.0 (95.2)
I/σ I 47.5 (10.2) 33.4 (7.4)
Rmerge ( %) 8.5 (47.5) 6.7 (52.6)
Refinement
No. of protein atoms 3483 3391
No. of water atoms 515 317
Rwork ( %) 17.6 (22.9) 17.4 (21.7)
R free ( %) 20.5 (27.2) 22.1 (29.7)
RMSD bond lengths (A˚) 0.025 0.025
RMSD bond angles (◦) 1.693 2.000
Ramachandran statistics
Most favoured ( %) 96.9 97.0
Additionally allowed ( %) 3.1 3.0
Disallowed ( %) 0 0
Structure determination and refinement
The structures of apo-HCD and the HCD–NAcNeu complex were
determined by molecular replacement using Phaser [42] and the
crystal structure of HCA (BoNT/A HC fragment; PDB code 2VU9)
was used as the search model. The structures were subsequently
refined with REFMAC5.5 and re-built with COOT in an iterative
way [43,44]. Refinement progress was monitored with the Rfree
value using a 5% randomly selected test set [45]. The apo and
the complex structures were refined to 1.72 Å with Rwork/Rfree =
0.18/0.21 and to 2.0 Å with Rwork/Rfree = 0.17/0.22 respectively.
Both structures, with excellent stereochemistry, were validated
through the Molprobity web server [46]. Structural refinement
statistics are listed in Table 1. Figures were prepared with PyMol
(http://www.pymol.org).
Synaptosome-binding assay
Binding of 35S-labelled in vitro transcribed/translated HCD
mutants to freshly prepared rat brain synaptosomes was conducted
as described previously [31].
MPN hemidiaphragm assay
The MPN hemidiaphragm assay was performed in Krebs–Ringer
solution (1.19 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 25 mM NaHCO3,
118 mM NaCl, 4.75 mM KCl, 2.54 mM CaCl2 and 11 mM
glucose, pH 7.4) under an 95% oxygen/5% carbon dioxide
atmosphere, as described previously [47]. The phrenic nerve
was continuously stimulated at 5–25 mA with a frequency of
1 Hz, or, in the indicated cases, at 0.016 Hz (with an 0.1 ms
pulse duration). Isometric contractions were transformed using
a force transducer and recorded with VitroDat Online software
(FMI). The time required to decrease the amplitude to 50%
of the starting value (paralytic half-time) was determined. To
determine the altered neurotoxicity of the BoNT mutants, or wild-
type BoNT/D with ganglioside-deficient MPN hemidiaphragm
preparations, a concentration–response curve, consisting of five
data points determined in triplicate was compiled to which a
power function could be ascribed: y(5, 15, 30, 50 or 100 pM wild-
type BoNT/D) = 203.41x− 0.3438, R2 = 0.9825. Resulting paralytic
half-times were converted into corresponding concentrations of
the respective wild-type BoNT/D, using the equation given above,
and neurotoxicity was finally expressed as the percentage of the
wild-type BoNT/D neurotoxicity.
Complex-polysialoganglioside-deficient mice
Animal use was according to section 4.3 of German animal
protection law; animals were killed by trained personnel before
dissection of organs, with their number reported to the animal
welfare officer of the Central Animal Laboratory and to the local
authority Veterina¨ramt Hannover.
Phrenic nerves were derived from 20 g of wild-type NMRI
mice or tissue from C57BL/6 mice lacking the genes B4galnt1
encoding NAcGalT (β-1,4-N-acetylgalactosamine transferase;
EC 2.4.1.92) and/or St8sia1 encoding GD3S [GD3 synthetase
(CMP-sialic acid:GM3 α-2,8-sialyltransferase); EC 2.4.99.8].
Whereas neurons of NMRI mice contain the full set of complex
polysialogangliosides, the nerve cells of complex-ganglioside-
deficient mice contain only GM3 or predominantly GM1 and
GD1a [48]. No difference in the paralytic half-time was observed
when phrenic nerve hemidiaphragm preparations from NMRI and
wild-type C57BL/6 mice were compared.
MALDI–TOF-MS analysis
Samples were analysed in an AB Sciex 5800 MALDI–TOF mass
spectrometer controlled by TOF/TOF Series Explorer 4.0.0. For
each sample eight subspectra were generated with 200 shots
and a laser intensity of 6297 instrument specific units. Masses
were detected from 20000 m/z to 100000 m/z. Samples were
co-crystallized with 13 mg/ml sinnapinic acid solution in 50%
acetonitril, 0.1% trifluoroacetic acid, mixed at a ratio of 1:1
(0.5 ul of each) with sample directly on a stainless steel MALDI
target plate. BSA (66430 Da), trypsinogen (23980 Da) and
Protein A (44620 Da) were used as standard proteins for external
calibration.
RESULTS AND DISCUSSION
Ganglioside deficiency clearly reduces the neurotoxicity of BoNT/D
in the MPN assay
Almost all BoNT serotypes require complex polysialoganglios-
ides as receptors to exert their neurotoxicity [8,9]. However,
surprisingly BoNT/D does not lose its activity when applied
to GM3S (GM3 synthetase)-deficient mice which should
theoretically express only lactose-ceramide (Figure 1a) [22].
To clarify this discrepancy between BoNT/D and the other
BoNT serotypes, we employed phrenic nerve hemidiaphragm
preparations derived from St8sia1-KO mice or from a combined
St8sia1/B4galnt1-double-KO mice to check the potency of
BoNT/D in the MPN assay. The St8sia1-KO prevents synthesis
of GD3S, resulting in expression of only GM3, GM2, GM1 and
GD1a (Figure 1a). The double-KO mice lack GD3S and NAcGalT
and thus express only GM3 [48]. We found that the neurotoxicity
of BoNT/D is clearly reduced to 14% and 6% in GD3S-KO and
GD3S/NAcGalT-KO MPN hemidiaphragms respectively (Figure
1b). In GD3S-KO hemidiaphragm preparations, the clear loss of
potency of BoNT/D is in contrast with the moderate decrease in
BoNT/A potency, which is due to the binding of BoNT/A to the
terminal NAcGalβ3–1Galβ moiety present in the GM1 and GD1a
c© The Authors Journal compilation c© 2010 Biochemical Society
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Figure 1 Ganglioside deficiency reduces neurotoxicity of BoNT/D
(a) Schematic representation of the biosynthetic pathway for complex polysialogangliosides.
The scheme shows the enzymes GM3S, GD3S and NAcGalT, which are involved in ganglioside
biosynthesis, and the encoding genes (St3gal5, St8sia1 and B4galnt1), which are deleted in the
respective KO mice leading to an altered ganglioside expression pattern. (b) BoNT/A, BoNT/C
[9] and BoNT/D show reduced neurotoxicity when applied to phrenic nerve hemidiaphragm
preparations obtained from single GD3S-KO or combined GD3S/NAcGalT double-KO mice.
These mice only express GM3, GM2, GM1 and GD1a, or GM3 respectively. Results are
means +− S.D. (n = 3–9).
gangliosides that are still expressed. Obviously, BoNT/D requires
the 2–8NAcNeuα present in the ganglioside b-series, such as
GD1b and GT1b, to exert its biological activity. This explanation
is supported by the fact that the neurotoxicity of BoNT/D is only
moderately further diminished in hemidiaphragm preparations
where only GM3 is expressed, especially when compared with
BoNT/A and C, which display one order of magnitude lower
potency in GM3-only neurons (Figure 1b) [9]. Hence the absence
of the disialic acid moiety, such as is found in GD1b and GT1b,
clearly interferes with BoNT/D activity and indicates that sialic
acid is the direct binding partner. This finding is supported by
the results of a carbohydrate screen showing that HCD displays
highest affinity to GD2, which also contains a disialic acid
branch (http://www.functionalglycomics.org; primscreen_1682).
Furthermore, similar to earlier reports [31,33], we detected a direct
binding of at least one GT1b molecule to HCD when employing
MALDI–TOF-MS (Figure 2). Incubation of the wild-type HCD
with GT1b in a molar ratio of 1:4 yielded an additional peak
(asterisk in Figure 2b) with a mass of 51921 Da. This mass
increase corresponds to approximately one molecule of GT1b. An
earlier study reported the inactivation of BoNT/D by GT1b, which
represents another piece of evidence for the interaction of BoNT/D
with gangliosides [23]. We presume that the alternative expression
Figure 2 Binding of GT1b to the HC fragment of BoNT/D (HCD) detected by
MALDI–TOF-MS
(a) The molecular mass of the wild- type HCD (theoretical molecular mass of 50 271 Da) was
determined as 50 246 Da by MALDI–TOF-MS. The signal at m/z 49 675 belongs to an N-ter-
minally truncated protein, due to a methionine at amino acid position six. (b) The wild-type HCD
(25 μM) was incubated with GT1b (molecular mass of 2145 Da) in a molar ratio of 1:4 for 30
min at 37◦C and subsequently analysed by MALDI–TOF-MS. A significant additional peak (*)
was visible at m/z 51 921, indicating the binding of one molecule of GT1b.
of GM1b and GD1c in the GM3S-deficient mice [22] can interact
with BoNT/D and facilitate its uptake. In contrast, the GM3-
only double-KO mice used in the present study clearly express
no complex polysialogangliosides [48] thereby demonstrating the
ganglioside dependence of BoNT/D.
High-resolution crystal structure of the HC fragment of BoNT/D
Since BoNT/D clearly shows polysialoganglioside-dependent
neurotoxicity, it is important to understand the mechanism
underlying the BoNT/D–ganglioside recognition. To this end,
the crystal structure of HCD was determined. The construct
of HCD (residues Ser863–Glu1276, GenBank® accession number
CAA38175, with an N-terminally added MRGSAMA and a
C-terminally fused PPTPGWSHPQFEK Strep-tag) was designed
based on homology modelling with the crystal structures of
HCA and HCB (BoNT/B HC fragment) and secondary-structure
prediction [11,12]. Isolated HCD retains its full binding ability as it
inhibits the biological activity of full-length BoNT/D in the MPN
hemidiaphragm assay [9]. The structure of HCD was determined
to 1.72 Å resolution using X-ray crystallography (Figure 3a and
Table 1). Electron density was clearly visible for all residues
except for two residues (Gly1180-Gly1181) that located in a flexible
surface loop with minimal electron density and were not modelled.
The structure of HCD can be divided into two domains: the N-
terminal domain HCN, composed of residues Ser863–Arg1082, and
the C-terminal domain HCC, composed of residues Asn1083–Glu1276.
HCND is formed from two anti-parallel β-sheets organized into a
jelly-roll barrel motif (β-barrel domain) whose function is still
unknown. HCCD adopts a β-trefoil fold similar to the other known
BoNT HCC domains that are directly involved in dual receptor
recognition [8].
Despite different receptor-binding specificities, the overall
structure of HCD is similar to the HC fragment of the other BoNT
serotypes, as reflected by high DALI Z-scores when comparing
c© The Authors Journal compilation c© 2010 Biochemical Society
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Figure 3 Crystal structure of the HC fragment of BoNT/D (HCD)
(a) Ribbon diagram of HCD (PDB code 3OBT). Sialic acid and the one glycerol molecule (GOL)
that binds at the conserved ganglioside-binding site are shown in a space-filling model. Regions
that show large conformational differences in comparison with the structures of HCA and HCB are
coloured blue. (b) An overall Cα atom alignment of the structures of HCD (salmon), HCA–GT1b
complex (PDB code 2VU9; green) [11] and HCB–Syt-II complex (PDB code 2NM1; light blue)
[12]. The carbohydrate portion of GT1b is shown as sticks (green) and Syt-II is shown as a
ribbon (blue). The orientation of HCD is the same as that in (a).
protein structures in three-dimensions [49]. The Z-scores are 41.6,
39.5, 40.6, 41.2, 40.2 and 40.3 for BoNT/A, B, E, F, G and
TeNT respectively (it should be noted that pairs with Z-scores of
2.0 are already considered to be structurally similar). The pair-
wise structure comparison between HCD and the HC fragments of
BoNT/A (PDB code 2VUA), B (PDB code 2NM1), E (PDB code
3FFZ), F (PDB code 3FUQ), G (PDB code 2VXR), and TeNT
(PDB code 3HMY) shows RMSD (root mean square deviation)
values of 1.8 Å, 1.9 Å, 1.8 Å, 1.7 Å, 1.9 Å and 2.0 Å over the 366,
365, 356, 356, 364 and 369 best-aligned amino acids respectively
[6,11–13,15,50]. We selected HCA and HCB for further structural
analyses because the mechanism by which they interact with
their dual receptors has been well characterized, as revealed by
biochemical data and the crystal structures of HCA–GT1b and
HCB–Syt-II complexes [11,12,31,32].
The structural differences among HCD, HCA and HCB mostly
reside within the solvent-exposed loops of the HCC domain.
The loops with the largest differences in HCD comprise
residues Glu1114–Val1117, Tyr1123–Leu1129, Ser1141–Tyr1146, Thr1172–
Cys1187, Ser1195–Ile1202, Asn1209–Cys1217, Ser1223–Asn1227, Tyr1235–
Tyr1246 and Val1251-Ser1262 respectively (coloured blue in Fig-
ure 3a). Interestingly, the Thr1172–Cys1187 loop of HCD is much
longer and adopts an extended conformation when compared
with its counterpart in HCA (loop Asn1196–Val1202) and HCB (loop
Tyr1183–Glu1189). The conformation of this loop is expected to be
flexible as evident by the relatively weak electron density in this
area. The function of this loop is unclear. The Tyr1235– Tyr1246 loop
of HCD corresponds to a loop in HCB that separates the binding
sites for the ganglioside and the protein receptor. Its hydrophobic
segment Phe1242–Tyr1246 is likely to be involved in membrane
association. In HCD, this loop moves closer to the previously
defined protein-receptor-binding site, as revealed by the HCB–
Syt-II complex. Structural comparison between HCD and HCB
suggests that the loop of HCD will physically clash with the C-
terminus of Syt-II and prevent its binding in a mode observed
in the HCB–Syt-II complex. Lastly, the Val1251–Ser1262 loop of
HCD adopts a significantly different conformation in comparison
with other BoNT serotypes. The equivalent region in HCA (loop
Ser1264–Gly1279) has five residues, Ser1264, Trp1266, Tyr1267, Ser1275
and Arg1276, which are directly involved in GT1b binding [11,31].
Crystal structure of BoNT/D HC fragment in complex with sialic acid
Since our data clearly demonstrated that BoNT/D requires
gangliosides as a receptor and sialic acid as a direct binding
partner, the next goal was to explore the structural basis of the
BoNT/D–ganglioside interactions. To this end, we determined
the structure of the HCD–NAcNeu complex at 2.0 Å. One sialic
acid molecule was clearly observed to bind at the tip of the HCC
domain via extensive interactions with HCD (Figures 4a and 4b).
The carboxy group of sialic acid forms four pairs of hydrogen
bonds or salt bridges with residues Thr1172 (main chain nitrogen),
Asp1173 (main chain nitrogen), Lys1192 (NZ atom) and Arg1239 (NH2
atom). In parallel, the O-2 of sialic acid contributes two more
hydrogen bonds with the NH2 and NE atoms of Arg1239; the O-6
Figure 4 Structure of the HCD–sialic acid complex
(a) Close-up view of the sialic-acid-binding pocket in HCD (PDB code 3OBT). HCD is in salmon and sialic acid (Sia) is in green. Key residues involved in complex interactions are shown in a stick
representation. Hydrogen bonds and salt bridges are indicated by black dashed lines. (b) A σ A weighted F o − F c omit electron density map (contoured at 1.5 σ ) around the bound sialic acid,
overlaid with the final model. (c) The sialic-acid-binding site in HCD partially overlaps with the known sialic-acid-binding site in TeNT. The superimposed structures of HCD (salmon) and the TeNT
HC-fragment (HCT) in complex with GT2 (PDB code 3HMY; blue) [50] are shown as a ribbon model. Sialic acid (binding to HCD) and GT2 (binding to HCT) are shown as stick models in green and
blue respectively.
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and O-7 atoms of sialic acid form hydrogen bonds with the NZ
atom of Lys1192. Besides the direct interaction between sialic acid
and HCD, several well-defined water molecules were identified
in the sialic-acid-binding pocket which bridge the O-2, O-4, O-7
and O-10 atoms of sialic acid to HCD (Supplementary Table S1
at http://www.BiochemJ.org/bj/431/bj4310207add.htm). Surpris-
ingly, the sialic-acid-binding site in HCD partially overlaps with
the protein-receptor-binding site identified previously in BoNT/B
and BoNT/G [32]. The novel sialic-acid-binding site in BoNT/D is
reminiscent of the two carbohydrate-binding sites present in TeNT
(a lactose-binding site and a sialic-acid-binding site [17,33]). The
sialic-acid-binding site of HCD is indeed similar to the sialic-
acid-binding site of TeNT (Figure 4c); Arg1239 of HCD adopts the
functional role of Arg1226, the key residue involved in sialic acid
binding in TeNT [33], whereas Lys1192 of HCD aligns structurally
with Arg1226 in TeNT. The similarity of these sialic-acid-binding
sites is reflected by biochemical data showing that HCD can inhibit
the potency of TeNT and HCT that of active full-length BoNT/D
in the MPN hemidiaphragm assay [9]. When comparing the apo-
HCD and HCD-NAcNeu structures, one sees that the side chain of
Lys1192 moves to form hydrogen bonds with sialic acid, whereas
Arg1239 is unaltered. Also, the side chain of Asp1171 moves away
to accommodate the carboxy group of sialic acid.
Several glycerol molecules were observed in the structure of
the HCD–NAcNeu complex, which was used as the cryoprotectant
for X-ray diffraction data collection at 100 K. Interestingly, one
glycerol was found in a pocket (Figures 3a and 5) that has
been described as the ‘conserved’ ganglioside-binding pocket
from the structures of HCA–GT1b (PDB code 2VU9) [11]
and BoNT/B–sialyllactose (PDB code 1F31) [5]. This glycerol
molecule forms two hydrogen bonds with the main chain oxygen
of Thr1252 and Asn1253 in the loop of Val1251–Ser1262. A similar
glycerol molecule was also observed in the structure of apo-
HCD. As discussed above, the equivalent loop in HCA is directly
involved in GT1b binding. Therefore one might assume that
BoNT/D accommodates a second receptor-binding site in an
area where BoNT/A, B, E, F and G possess their singular
conserved ganglioside-binding site. However, the Val1251–Ser1262
loop of BoNT/D misses the conserved ‘SXWY’ motif in which
the tryptophan residue is responsible for the parallel packing of
the hydrophobic side of the terminal galactose. It implies that
BoNT/D might have a different carbohydrate-binding property
within this site, which will be further characterized below.
Mutagenesis and membrane-binding studies reveal two
carbohydrate-binding sites in the HC fragment of BoNT/D
We have now identified two potential ganglioside-binding pockets
in BoNT/D: one is the newly identified sialic-acid-binding site
and the other is the counterpart of the conserved ganglioside-
binding pocket in BoNT/A, B, E, F and G (these are referred to
as the sialic acid site and the conserved binding site respectively
in the following discussion). To study further the physiological
relevance of these two sites, we performed a series of structure-
based mutagenesis studies on HCD, focusing on key residues that
reside in these two sites. The HCD mutants were then examined
for binding with synaptosomes that were freshly isolated from rat
brain and display predominantly complex polysialogangliosides
in their physiological environment on their outer membrane.
In vitro transcribed/translated 35S-labelled HCD mutants were
incubated with synaptosomes at 0 ◦C and the amount of bound
radioactive HCD was quantified.
Mutation of Arg1239 in the sialic acid site into alanine and
tyrosine caused a drastic decrease in binding by 80% and 65%
respectively (Figure 5) because the important salt bridge between
O-1 of sialic acid and the NH2 atom of Arg1239, as well as the
hydrogen bond between O-2 of sialic acid and the NE atom of
Arg1239, was destroyed (Figure 4a). The hydrogen bonding of sialic
acid with Lys1192 seems to play a supporting role since the binding
of HCD-K1192A was only reduced by 35%. Interestingly, muta-
tion of Trp1238 and Phe1240 caused drastic reductions in binding
although they are not directly involved in co-ordination of the
sialic acid. Whereas the lack of the phenyl ring of Phe1240 reduces
binding by 70%, a replacement with a tryptophan residue exceeds
the binding of wild-type HCD. The indole ring of Trp1238 is crucial
for the structural integrity of the sialic acid site because neither
the aliphatic leucine residue nor the aromatic phenylalanine and
tyrosine residues could rescue its loss. It is conceivable that both
residues might interact with the adjacent galactose in the carbo-
hydrate chain of gangliosides. As expected, removal of the
carboxy group of Asp1173, whose main chain nitrogen forms a
hydrogen bond with the carboxy group of sialic acid, did not
alter the binding affinity. Combining the mutations K1192A and
R1239A to remove important hydrogen bonding interactions with
sialic acid markedly reduces the binding of HCD (by 92%;
Figure 5). Similar behaviour has been demonstrated for TeNT
by mutation of Arg1226 in the sialic acid site [33]. The residual
binding of HCD with mutations in the sialic acid site is presumably
mediated by a second binding site.
One molecule of glycerol binds to the analogue of the singular
conserved ganglioside-binding site in BoNT/A, B, E, F and
G, which is also the lactose-binding pocket in TeNT. Whereas
the conserved pocket consists of an ‘E(D) . . . H . . . SXWY . . . G’
motif and is split up into a hydrophilic and a hydrophobic side in
other BoNTs, this motif is neither found in the primary sequence
nor in the three-dimensional structure of HCD. The functional
role of the conserved binding site in BoNT/D was assessed
by mutations N1186A, D1233A, Y1235A/W, V1251F, N1253A,
K1257A and S1262F, which were selected by structural homology
modelling based on the structure of the HCA–GT1b complex
(Figure 5) [11]. Whereas the binding to synaptosomes could be
blocked efficiently by the mutation V1251F, only a minor effect
was observed in the case of S1262F. Mutation of the sterically
neighbouring Asp1233 and Tyr1235 to an alanine residue showed
a clear loss of binding by 80% and 45% respectively. Again,
introduction of a tryptophan residue at position 1235 preserves
wild-type levels of binding. Removing the side chains of Asn1253
and Lys1257 caused a moderate impact on binding, whereas the
mutant N1186A did not alter the binding affinity of HCD. The clear
effects upon mutation of Asp1233, Tyr1235 and Val1251 demonstrate
the presence of a second ganglioside-binding site in BoNT/D that
is located in the position of the conserved binding site, but does
not display a conserved architecture in comparison with other
BoNTs. Combining the most severe substitution in each pocket,
D1233A in the conserved site and R1239A in the sialic acid site,
one obtains a double-mutant that displays hardly any detectable
binding to neuronal membranes, further supporting the presence
of two receptor pockets (Figure 5).
Interestingly, the Tyr1235–Tyr1246 loop of HCD, which directly
connects the sialic acid site and the bottom of the conserved site,
contains three partially hydrophobic residues (Phe1242, Asn1244 and
Tyr1246) that are surface-exposed but do not contribute to the crystal
packing. Mutation of these three residues into alanine or serine
residues reduced the neuronal binding of HCD by ∼70%, whereas
the mutant F1242W behaved like the wild-type protein. Similar
motifs are present in BoNT/A (Phe1252, Gln1254 and Phe1255) and
BoNT/B (Phe1250, Glu1251 and Tyr1253). We hypothesize that this
amino acid stretch could substantially contribute to interactions
of HC with the neuronal membrane surface.
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Figure 5 Site-directed mutagenesis analysis of binding of HCD mutants to synaptosomes
In vitro translated 35S-labelled HCD mutants were bound to freshly prepared rat brain synaptosomes for 2 h at 0◦C and quantified by SDS/PAGE and subsequent autoradiography. Results are
means +− S.D. (n = 3–12). HCD mutants are grouped for mutations in the ‘sialic acid site’ (the structure is shown in the top left-hand panel; residues in green sticks), the ‘F1242–Y1246 loop’
(structure in the top middle panel; residues in blue sticks), and the ‘conserved binding site’ [structure in the top right-hand panel; residues in green sticks, with a GT1b molecule (cyan) that is
modelled based on the structure of the HCA–GT1b complex].
In a previous study the mutants HCD E1114K and G1132K
displayed an improved binding affinity to synaptosomes [51].
Neither residue participates in the formation of the sialic acid or
the conserved site. Gly1132 is found far away, on the side opposite
to the conserved site, whereas Glu1114 stabilizes the Tyr1235–Tyr1246
loop, which is important for sialic acid binding, through formation
of a salt bridge to Lys1243. The reason for the improved binding
affinity of these two mutants needs to be further studied.
Reduced ganglioside binding decreases the neurotoxicity of
BoNT/D
To further examine the effects of mutants in BoNT/D on its
physiological function, selected mutations were transferred to
full-length BoNT/D and their impact on the neurotoxicity of
recombinant BoNT/D was determined employing the MPN
hemidiaphragm assay (Figure 6). The low synaptosomal binding
affinity of mutants R1239A or R1239Y similarly caused a
reduction of neurotoxicity by more than 95%. Removing all
hydrogen-bonding side chains in the sialic acid site, as in
the double mutant K1192A/R1239A, decreased the potency of
BoNT/D to well below 2%. In addition, the lack of the indole
ring at position 1238 resulted in proteins displaying less than
2% neurotoxicity; only introduction of another aromatic side
chain could attenuate this loss. A similar result was observed for
Phe1240. Mutations in the conserved site correspondingly reduced
the neurotoxicity of full-length BoNT/D, as the mutants D1233A
and V1251F were 70% and Y1235A was 60% less potent
than the wild-type protein. However, the effects of mutations
in the sialic acid site turned out to be much more drastic
than those in the conserved site, indicating a higher receptor
affinity towards the sialic acid site. It seems that the lack of
the conserved amino acid architecture within the conserved site
causes a lower binding affinity to carbohydrates in comparison
with other BoNTs. Combining the key mutations of both sites, the
BoNT/D-D1233A/R1239A double-mutant exerts less than 0.4%
neurotoxicity, approx. one order of magnitude lower potency
than the single-site BoNT/D-R1239A mutant, thereby supporting
a double receptor interaction for BoNT/D. Furthermore, the
removal of aromatic residues Phe1240, Phe1242 and Tyr1246 also
impaired the neurotoxicity, indicating that the putative membrane
interaction contributes to the uptake of BoNT/D. In summary, the
selected BoNT/D mutants, with mutations in either binding site,
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Figure 6 Reduced ganglioside binding of BoNT/D leads to a drastic decrease in neurotoxicity
Selected recombinant full-length BoNT/D mutants were analysed in the MPN hemidiaphragm assay and the remaining paralytic half-times were converted by a corresponding power function to a
percentage of the neurotoxicity of the wild-type. Results are means +− S.D. (n = 3–6). The biological activity of BoNT/D-R1239A mutant, which displays a deactivated sialic-acid-binding site, was
also analysed via MPN hemidiaphragm preparations derived from GD3S-KO mice (inset; plotted on a logarithmic scale).
show altered synaptosomal binding and similarly display changed
neurotoxicity.
To further prove that BoNT/D contains a second ganglioside-
binding site, other than the sialic-acid-binding site, we applied
the BoNT/D-R1239A mutant to GD3S-KO MPN preparations.
Since the BoNT/D-R1239A mutant bears a deactivated sialic-
acid-binding site, one would not expect a significant change in
residual potency when applied to the wild-type or the KO mice
preparation in the absence of a second site. However, we found
that the potency of the mutant BoNT/D R1239A is ∼90-fold lower
when applied to GD3S-KO MPN preparations in comparison with
the wild-type MPN preparations (Figure 6, inset). This drastic
decrease strongly suggests the presence of a second binding site
in BoNT/D that can partially compensate the deactivation of the
sialic-acid-binding site as long as the receptor portfolio is intact.
Conclusion
We have clearly demonstrated that the biological activity of
BoNT/D depends on the expression of complex polysialoganglio-
sides. This proceeds from our findings in MPN hemidiaphragm
preparations derived from mice only expressing either GM3 or
the a-series gangliosides (GM3, GM2, GM1 and GD1a). This
finding is endorsed by detection of a HCD–GT1b complex in
MALDI–TOF-MS studies. Our results are also supported by
earlier studies showing that BoNT/D activity is inhibited by GT1b
[23] and that its HC fragment binds to the disialoganglioside
GD2 (http://www.functionalglycomics.org; primscreen_1682).
Thus, in the first step of attacking motor neurons, all
BoNTs accumulate on the cell surface via interaction with
complex polysialogangliosides followed by receptor-mediated
endocytosis. Despite the lowest amino acid sequence identity
between BoNT/D and the human pathogenic BoNT/A, B and
E serotypes (∼25%), the high-resolution crystal structure of the
BoNT/D HC fragment displays a similar overall architecture as
the HC fragments of BoNT/A, B, E, F, G and TeNT. Furthermore,
the co-crystal structure of HCD in complex with sialic acid, a key
building block of gangliosides, exhibits a novel carbohydrate-
binding site that locates similarly to the protein-receptor-binding
site in BoNT/B and G, as well as the sialic-acid-binding site in
TeNT. Site-directed mutagenesis within this sialic acid site yielded
mutants that showed drastically decreased binding to neuronal
membranes, as well as severely reduced biological activity in
the MPN hemidiaphragm assay. In addition, mutation of residues
within a pocket in the HCC domain of BoNT/D, which is the
analogue of the conserved ganglioside-binding pocket identified
previously in BoNT/A, B, E, F and G, also clearly reduced the
binding affinity and potency of BoNT/D. However, this pocket
of BoNT/D lacks the conserved ‘E(D) . . . H . . . SXWY . . . G’
motif found in other BoNTs; this might cause a reduced
carbohydrate-binding affinity of BoNT/D in comparison to, e.g.,
TeNT, which also displays two ganglioside-binding sites. In
conclusion, BoNT/D binds to the cell-surface gangliosides and
employs two receptor pockets within its HCC domain to exert its
neurotoxicity.
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Summary
The seven botulinum neurotoxins (BoNT) cause
muscle paralysis by selectively cleaving core com-
ponents of the vesicular fusion machinery. Their
extraordinary activity primarily relies on highly spe-
cific entry into neurons. Data on BoNT/A, B, E, F and
G suggest that entry follows a dual receptor interac-
tion with complex gangliosides via an established
ganglioside binding region and a synaptic vesicle
protein. Here, we report high resolution crystal struc-
tures of the BoNT/C cell binding fragment alone and
in complex with sialic acid. The WY-motif character-
istic of the established ganglioside binding region
was located on an exposed loop. Sialic acid was
co-ordinated at a novel position neighbouring the
binding pocket for synaptotagmin in BoNT/B and G
and the sialic acid binding site in BoNT/D and TeNT
respectively. Employing synaptosomes and immo-
bilized gangliosides binding studies with BoNT/C
mutants showed that the ganglioside binding WY-
loop, the newly identified sialic acid-co-ordinating
pocket and the area corresponding to the established
ganglioside binding region of other BoNTs are
involved in ganglioside interaction. Phrenic nerve
hemidiaphragm activity tests employing ganglioside
deficient mice furthermore evidenced that the biologi-
cal activity of BoNT/C depends on ganglioside inter-
action with at least two binding sites. These data
suggest a unique cell binding and entry mechanism
for BoNT/C among clostridial neurotoxins.
Introduction
Botulinum neurotoxins (BoNTs, serotypes A-G) and the
closely related tetanus neurotoxin (TeNT) are produced as
~ 150 kDa single chain proteins by bacteria of the genus
Clostridium and subsequently activated by proteolytic
cleavage yielding a ~ 100 kDa heavy chain (HC) and a
~ 50 kDa light chain (LC). LC and HC remain connected via
a single disulfide bridge and non-covalent interactions. The
LCs act as zinc metalloproteases and specifically hydrol-
yse a SNARE (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor
attachment protein receptor) protein, i.e. VAMP (vesicle
associated membrane protein)/synaptobrevin, SNAP-25
(synaptosomal-associated protein of 25 kDa) or syntaxin.
BoNT/C is unique in that it hydrolyses a single peptide
bond in both syntaxin and SNAP-25 (Blasi et al., 1993;
Schiavo et al., 1995; Foran et al., 1996; Osen-Sand et al.,
1996; Williamson et al., 1996; Vaidyanathan et al., 1999).
SNARE cleavage blocks release of neurotransmitters from
synaptic vesicles into the synaptic cleft. The HCs mediate
neurospecific binding, uptake by receptor mediated
endocytosis, and transport of the LC across the endosomal
membrane into the cytosol where the LCs encounter
their substrates (Schiavo et al., 2000; Montal, 2010). The
~ 50 kDa amino-terminal domain of HC (HN) provides the
translocation apparatus for the LC (Koriazova and Montal,
2003). The carboxyl-terminal half of HC, referred to as the
HC-fragment, consists of two domains of ~ 25 kDa each,
HCN and HCC. The function of HCN is still vague, although low
affinity binding to phosphatidylinositolmonophosphate has
recently been reported for BoNT/A (Muraro et al., 2009). In
contrast, HCC has the ability to mediate nerve cell binding
and uptake [reviewed in Binz and Rummel (2009)]. It
probably also governs the intracellular routing, through
which TeNT ascends to inhibitory spinal cord neurons and
BoNTs remain in motoneuron terminals at the neuromus-
cular junction. That is why BoNTs and TeNT cause opposite
clinical symptoms, flaccid or spastic paralysis respectively
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(Herreros et al., 2000; Schiavo et al., 2000). BoNT/C is
unique as it usually does not cause disease in human, but
type C strains can be responsible for infant botulism
(Oguma et al., 1990). Despite this, BoNT/C has been
shown to be a suitable drug for the treatment of dystonia
(Eleopra et al., 1997).
What confers the neuron specific action of clostridial
neurotoxins (CNT)? According to the present dual recep-
tor model they initially bind to complex gangliosides,
which are largely confined to nerve cells and are abun-
dantly distributed in the outer leaflet of the plasma
membrane. Gangliosides have been recognized as
receptors for CNTs many years ago (van Heyningen and
Miller, 1961; Simpson and Rapport, 1971). Their important
role was later on verified by more sophisticated methods
like inhibition of their biosynthesis (Kitamura et al., 1999;
Williamson et al., 1999). However, based on additional
experimental findings, the model proposes that ganglio-
sides merely function as device to concentrate the neu-
rotoxins on the plasma membrane and protein receptors
are required for uptake into motoneurons (Montecucco,
1986). This view has been corroborated during the past
few years for BoNT/A, B, E, F and G. It was demonstrated
that luminal segments of synaptic vesicle proteins are
utilized for cell entry. The large luminal domain of synaptic
vesicle protein 2 (SV2) mediates the entry of BoNT/A, E
and probably F (Dong et al., 2006; 2008; Mahrhold et al.,
2006; Fu et al., 2009; Rummel et al., 2009), whereas the
intravesicular segment of synaptotagmin (Syt)-I and -II is
harnessed by BoNT/B and G (Nishiki et al., 1994; Dong
et al., 2003; 2007; Rummel et al., 2004a). These results
revealed that BoNTs exploit the synaptic vesicle recycling
pathway in order to gain access to the nerve terminal
cytosol. On the other hand, results being inconsistent with
the involvement of protein receptors or the uptake via the
synaptic vesicle recycling pathway were published for
BoNT/C and D (Tsukamoto et al., 2005).
In the meantime, binding pockets for gangliosides have
been identified and characterized by X-ray crystallogra-
phy as well as mutagenesis approaches for TeNT and all
BoNTs except BoNT/C (Swaminathan and Eswaramoor-
thy, 2000; Fotinou et al., 2001; Rummel et al., 2003;
2004b; 2007; 2009; Stenmark et al., 2008; Fu et al., 2009;
Strotmeier et al., 2010). The binding pockets are similarly
positioned in the HCC domain near the C-terminal tip of the
toxins, and the amino acids forming these pockets are
conserved in the primary structure among BoNT/A, B, E,
F, G and TeNT. Consequently, the pocket has been
termed so far ‘conserved ganglioside binding pocket’.
To account for the fact that the pocket of BoNT/D does
not exhibit the conserved SXWY . . . G motif (Strotmeier
et al., 2010), these sites are termed here ‘established
ganglioside binding region’. In line with the dual receptor
model, crystal structures combined with mutagenesis
studies revealed that Syt-II binds to a separate site of
BoNT/B in the direct neighbourhood of the established
ganglioside binding region at the very C-terminal tip (Chai
et al., 2006; Jin et al., 2006; Rummel et al., 2007), thereby
sterically permitting simultaneous binding of both receptor
molecules. Interestingly, the position corresponding to the
Syt-II binding site in BoNT/B has earlier been identified as
a second ganglioside binding site in TeNT (Fotinou et al.,
2001; Rummel et al., 2003) and very recently as carbo-
hydrate binding site in BoNT/D (Strotmeier et al., 2010)
and has been termed ‘sialic acid binding site’. The sialic
acid binding site in TeNT could be in charge of mediating
an interaction with a sialic acid-containing glycoprotein, as
such molecules have been reported to constitute a recep-
tor molecule for TeNT (Herreros et al., 2001; Munro et al.,
2001). In BoNT/D this site might mediate a second phy-
siologically relevant ganglioside interaction (Strotmeier
et al., 2010). To account for these findings, this area is
generally designated ‘second receptor binding region’ in
this study.
In order to understand the cell entry mechanism of
BoNT/C we characterized the HC-fragment of BoNT/C
(HCC). We determined the crystal structure of HCC alone
and in complex with sialic acid, which revealed a novel
binding pocket for sialic acid that locates at a unique
position neighbouring to the position of the second recep-
tor binding region present in other CNT. Analyses of single
site BoNT/C mutants by various binding assays demon-
strated ganglioside binding at this site. In addition, the
established ganglioside binding region and the exposed
loop containing the WY-motif (WY-loop) that is in BoNT/A,
B, E, F and G otherwise integral part of the established
ganglioside binding region are also involved in ganglio-
side binding. Mice phrenic nerve (MPN) hemidiaphragm
assays showed that these sites are crucial for the biologi-
cal activity of BoNT/C. Thus, the data suggest that among
CNTs BoNT/C attacks nerve cells by a unique mechanism
involving structurally novel ganglioside binding sites.
Results
High resolution crystal structure of the BoNT/C
HC-fragment
To set up the basis for detailed structural analyses of the
BoNT/C receptor binding sites, we crystallized recom-
binant HCC. Extensive attempts using the molecular
replacement method and various known BoNT HC-
fragment structures all failed to solve the structure sug-
gesting that HCC might exhibit large conformational
changes in comparison with other BoNT serotypes. The
challenge on structure determination was eventually over-
come by using the HCN and HCC domains of HCB sepa-
rately as independent molecular replacement search
models, and by deletion of all loops in HCB to minimize
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model bias (Jin et al., 2006). Finally, the structure was
determined to 2.2 Å resolution using X-ray crystallogra-
phy (Table 1). Electron density was clearly visible for all
residues (N867-E1291). The overall structure of HCC
proved to be similar to the HC-fragment of other BoNTs
and to a very recently solved apo structure of HCC strain
Stockholm [PDB code: 3N7K; Space group P21; 2.5 Å
resolution; structural superposition of C-a backbone
yielded a root-mean-square deviation (r.m.s.d.) of 0.5 Å
over 419 best aligned amino acids (Karalewitz et al.,
2010)]. HCN of BoNT/C (HCNC) consisting of residues
A864–Q1093 is formed from two antiparallel b-sheets
organized into a jelly roll barrel fold. HCC of BoNT/C (HCCC)
comprising residues Y1094–E1291 adopts a b-trefoil fold.
Structural comparison among HCC and the HC-fragments
of BoNT/A [PDB code: 2VUA (Stenmark et al., 2008)], B
[2NM1 (Jin et al., 2006)], D [3OBR (Strotmeier et al.,
2010)], E [3FFZ (Kumaran et al., 2009)], F [3FUQ (Fu
et al., 2009)], G [2VXR (Stenmark et al., 2010)] and TeNT
[3HMY (Chen et al., 2009)] showed that there is an unex-
pected twist between HCN and HCC in HCC with an angle of
17.2 degree when analysed by DynDom server (Hayward
and Berendsen, 1998), which is unique to BoNT/C
(Fig. 1B). This twist is probably not caused by crystal
packing as identical structures of HCC in similar space
group P21 were observed in two other crystal forms of
HCC that we have crystallized (data not shown). The func-
tional relevance of this structural difference is currently
unknown.
Nevertheless, the structures are conserved within
each domain. Pair-wise structure comparisons of HCN and
HCC domains with those of BoNT/A, B, D, E, F, G and
TeNT showed r.m.s.d. values of 1.5–2.0 Å (Table 2). We
selected HCA and HCB for further structural analyses
because the mechanism by which they interact with their
receptors has been well characterized as revealed by
biochemical data and the crystal structures of HCA-GT1b
and HCB-Syt-II complexes (Rummel et al., 2004b; 2007;
Chai et al., 2006; Jin et al., 2006; Stenmark et al., 2008).
In spite of the conserved core structure, large structural
differences among HCC, HCA and HCB are found in many
surface-exposed loops. Five such areas reside in HCN
(Fig. 1B) and nine loops in the HCC domain (Fig. 1C).
These regions are coloured blue in Fig. 1A. The most
significant conformational changes are observed in three
loops in the HCC domain: F1182-D1197 (loop-1), R1251-
Y1263 (loop-2) and K1269-S1281 (loop-3) (Fig. 1A and
C). Loop-1 and loop-3 are close to the position of the
established ganglioside binding region of other CNTs that
is best characterized by the structure of the HCA-GT1b
complex. In HCA, the counterpart of loop-3 comprises five
residues, S1264, W1266, Y1267, S1275 and R1276,
which are directly involved in GT1b binding (Stenmark
et al., 2008). Loop-1 of HCC is much longer when com-
Table 1. Data collection and refinement statistics.
Apo HCC HCC-sialic acid
Data collection
Wavelength (Å) 0.9979 0.9979
Space group P21 P21
Unit cell (a, b, c in Å) 98.0, 76.5, 104.9 98.4, 77.0, 108.6
90 °, 116.3 °, 90 ° 90 °, 116.7 °, 90 °
Resolution (Å)a 44.1–2.2 (2.28–2.20) 44.3–2.15 (2.22–2.15)
Unique observations 71 548 78 700
Average redundancya 3.9 (3.8) 5.3 (5.4)
Data completeness (%)a 98.9 (90.0) 99.6 (99.0)
I/sIa 17.2 (2.9) 20.4 (3.3)
Rmerge (%)a,b 8.0 (47.2) 8.5 (53.2)
Refinement
No. of protein atoms 6932 6956
No. of water atoms 711 870
Rwork (%)a,c 17.1 (21.9) 16.8 (21.7)
Rfree (%)a,d 21.0 (27.2) 20.6 (28.2)
r.m.s.d. bond lengths (Å) 0.007 0.007
r.m.s.d. bond angles (deg) 1.021 1.013
Ramachandran statistics
Most favoured (%) 96.5 96.9
Additional allowed (%) 3.5 3.1
Disallowed (%) 0 0
a. Values in parentheses represent the highest resolution shell.
b. Rmerge = |ShSj|Ihj – < Ih >|/ShSj|Ih,j|.
c. Rwork = (S||Fo| – |Fc||)/S|Fo|.
d. Five percent of the reflections were set aside for calculation of Rfree.
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pared with its counterpart in HCA (A1194-V1202) and HCB
(Y1181-E1189), and extends into the hypothetical position
of the established ganglioside binding region (Fig. 1A and
C). The structure of this long loop is well defined even
though it is not involved in any crystal packing. Its function
is yet unclear.
The primary structure of BoNT/C displays the motif
GXWY . . . S, which is related to the SXWY . . . G motif of
the established ganglioside binding region in BoNT/A, B,
E, F, G and TeNT (Fig. S1). Unexpectedly, loop-2, which
corresponds to a loop in HCB (Y1244-K1254) that sepa-
rates the established ganglioside binding region and the
second receptor binding region, and not loop-3 like in other
CNTs, comprises W1258 and Y1259 of this motif, which we
therefore term WY-loop here. As a consequence W1258
and Y1259 reside outside the HCC core structure and seem
to be highly exposed to the solvent (Figs 1A and 2E). We
have determined structures of HCC in three different crystal
forms and the WY-loop was in each case involved in
various crystal packing. Thus, it might be that crystal
packing had affected positioning of the WY-loop. To inves-
tigate this we carried out molecular dynamics simulations.
Fig. 1. Crystal structure of the BoNT/C HC-fragment.
A. Ribbon diagram of HCC-sialic acid complex. Two sialic acid molecules (Sia-1 & 2) are shown as a stick model. Regions that show large
conformational differences in comparison with the structures of HCA and HCB are coloured in blue. The WY-motif of loop-2 is shown as stick
model.
B, C. The structures of HCC (orange), HCA-GT1b complex [green, PDB code: 2VU9 (Stenmark et al., 2008)] and HCB-Syt-II complex [gray,
PDB code: 2NM1 (Jin et al., 2006)] are superimposed based on the Ca atoms only in the HCC domain. The superimposed HCN and HCC
domains are shown in (B) and (C) respectively. The carbohydrate portion of GT1b is shown as stick model in green, and Syt-II is shown as a
ribbon. The overall structures within the HCN and HCC domains are highly conserved among HCC, HCA and HCB. However, the HCN and HCC
domains in HCC are twisted by about 17.2 degree in comparison with HCA and HCB. The inset is a simplified model showing the twist between
the HCN and HCC domains in HCC (orange) in comparison with HCA (green).
Table 2. R.m.s.d. values for pair-wise structural comparisons of HCN
and HCC domains.
HCNC HCCC
BoNT/A 1.5 Å (199)a 1.9 Å (168)
BoNT/B 1.6 Å (201) 1.9 Å (161)
BoNT/D 1.6 Å (203) 1.5 Å (173)
BoNT/E 1.5 Å (201) 1.8 Å (158)
BoNT/F 1.4 Å (196) 1.6 Å (154)
BoNT/G 1.4 Å (194) 1.8 Å (153)
TeNT 1.7 Å (208) 2.0 Å (172)
a. Values in parentheses represent numbers of best-aligned amino
acids used for the calculations.
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The results showed that the structure equilibrated in less
than 10 ns as indicated by plotting the average structure
r.m.s.d. value versus time (data not shown). On this time
scale the WY-loop fluctuated between 2–3 Å and 4–5 Å at
310 K and 410 K respectively. However, these values were
comparable with those of other loop regions in HCC. Fur-
thermore, detailed analysis of the dynamic trajectories
revealed non-directional fluctuations of the WY-loop even
at elevated temperatures (410 K). This suggests that the
extended conformation of this loop is populated in solution
in the absence of receptor molecules and therefore might
match the native conformation. Ganglioside-docking,
however, might trigger large conformational changes so as
to bring W1258 and Y1259, e.g. into a position between
loop-1 and -3 (Fig. 1A). Alternatively, the WY-loop might
represent a non-native, trapped conformation that can only
Fig. 2. Close-up views of potential receptor binding sites in HCC.
A, B. HCC is shown in orange and sialic acid (Sia-1 & 2) in green. Key residues of HCC involved in sialic acid co-ordination are shown in stick
representation. Two water molecules that mediate the HCC–Sia-1 interactions are shown as spheres. Hydrogen bonds are indicated by black
dashed lines.
C, D. sA weighted Fo-Fc omit electron density map (contoured at 1.0 s) around the bound sialic acid, overlaid with the final model.
E. Close-up view of the WY-loop of HCC and the site corresponding to the second receptor binding region of BoNT/B, D, G and TeNT.
F. Close-up view of the HCC region that corresponds to the established ganglioside binding region of BoNT/A, B, D, E, F, G and TeNT.
E, F. Key residues selected for mutagenesis studies are shown as green sticks.
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reach the native state through thermal motions on ms time
scales. Such time scales are not accessible by conven-
tional molecular dynamics simulations. Thus, the conclud-
ing description of this BoNT/C region awaits microsecond
molecular dynamics simulations and/or studies like
nuclear magnetic resonance experiments. Despite this
lack of clarity, this region is unique for BoNT/C.
Another unexpected finding was that HCC formed a
non-crystallographic symmetric dimer in crystals. An
identical dimeric HCC was observed in all three different
crystal forms. The two protomers of HCC are related by
a non-crystallographic twofold symmetry in a head-to-tail
manner and symmetric intra-dimer interactions exist
between the HCN and HCC domains (Fig. S2). This dimeric
arrangement has probably no physiological relevance as
mutation of residues positioned at the interface of the two
monomers (N1019, N1240 and N1272 to alanine) did not
significantly affect the biological activity of BoNT/C (data
not shown).
Structure of BoNT/C HC in complex with sialic acid
To obtain further information about the interaction of HCC
with gangliosides, we determined the structure of a
HCC-sialic acid complex at 2.15 Å (Fig. 1A and C,
Table 1). Two sialic acid molecules (Sia-1 & -2) were
clearly observed to bind to the HCC domain (Fig. 1A and
C). Sia-1 as b-anomer [being the dominant configuration
in aqueous solution (Jaques et al., 1977)] bound to a
position near the tip of HC neighbouring to the sialic acid
binding site of TeNT and BoNT/D (Emsley et al., 2000;
Jayaraman et al., 2005; Strotmeier et al., 2010) or the
Syt-II binding site of BoNT/B and G (Chai et al., 2006; Jin
et al., 2006; Rummel et al., 2007), the second receptor
binding region. Five pairs of direct hydrogen bonds were
observed that involve the O4, O7 and O10 atoms of sialic
acid and residues A1126 (O), S1128 (N), R1129 (N) and
Y1146 (OH) in HCC (Figs 2A and C and Table S1). In
addition, two well-defined water molecules were observed
in the Sia-1 binding pocket. One water molecule bridges
the O1A, O6 and O7 atoms of sialic acid to N1127 (OD1)
in HCC; the other connects the N5 atom of sialic acid to
N1175 (OD1) of HCC (Fig. 2A and Table S1). As the car-
boxyl group of Sia-1 is pointing away from HCC and is not
involved in protein binding, the a- or b-anomer could
equivalently bind to this pocket.
The second sialic acid binding pocket selectively
bound an a-anomer, Sia-2 (Figs 2B and D). The car-
boxyl group of Sia-2 forms three pairs of hydrogen
bonds with residues Y1169 (OH) and D1171 (OD2) in
HCC. Additional hydrogen bonds were observed among
the O2, N5, O7, O8 and O9 atoms of Sia-2 and residues
Y1169, N1180, Q1206 and T1207 in HCC (Figs 2B and D
and Table S2).
The WY-loop, the Sia-1 site and the established
ganglioside binding region are crucial for cell binding
and neurotoxicity, but not the Sia-2 site or the second
receptor binding region
In addition to the established ganglioside binding region
and the second receptor binding region, the structure of
the HCC-sialic acid complex revealed three new possible
sites that might be involved in receptor interaction, the
Sia-1 and Sia-2 sites and the WY-loop. To check which of
them represent relevant binding sites, we studied bind-
ing of BoNT/C mutants to gangliosides in their natural
context and used rat brain synaptosomal membranes
and 35S-labelled HC-fragments as experimental system. In
agreement with previous results, the binding affinity
dropped drastically, if W1258 of the WY-loop was mutated
[(Tsukamoto et al., 2008; Rummel et al., 2009); Fig. 3].
Also, the three mutations in the Sia-1 pocket (Fig. 2A;
Y1146A, Y1179S, L1203F) significantly diminished the
affinity of HCC. As expected the combination of mutations
in Sia-1 site and WY-loop (Y1179S/W1258L) yet more
drastically harmed binding to synaptosomes. In contrast,
none of the six mutations introduced at the position of the
Sia-2 co-ordination site (Fig. 2B) as well as the three
mutations around the second receptor binding region
(Fig. 2E) showed a significant effect on binding of HCC to
synaptosomal membranes (Fig. 3), implying that these
sites are not involved in toxin binding. Interestingly, we
found that of the six mutations analysed in the established
ganglioside binding region (Fig. 2F), only S1281Y caused
a clear effect on binding of HCC (Fig. 3).
Next, the biological activity of the corresponding full-
length BoNT/C mutants was assessed at MPN hemi-
diaphragm preparations, a physiological site of BoNT
action. The mutations in the WY-loop, W1258A, W1258L,
Y1259A and Y1259S, reduced the neurotoxicity of
BoNT/C to 2.8%, 16.6%, 21.5% and 35.2% respectively
(Fig. 4). Likewise, the mutations Y1146A, Y1179S and
L1203F in the Sia-1 co-ordination site decreased the neu-
rotoxicity to 1.8%, 4.0% and 0.5% respectively (Fig. 4).
BoNT/C-Y1179S/L1203F showed similar neurotoxicity to
BoNT/C-L1203F suggesting that mutation of L1203 to
phenylalanine suffices to deactivate this binding site.
Figure S6 illustrates how the replacement of L1203 with
phenylalanine in HCC would displace the sialic acid of
gangliosides in the Sia-1 site. In contrast, the combined
mutations W1258A and Y1259A further decreased the
neurotoxicity to 0.4%. As expected from the binding data,
simultaneous mutation in the Sia-1 site and the WY-loop
(BoNT/C-Y1179S/W1258L and BoNT/C-Y1179S/L1203F-
W1258A/Y1259A) showed a very strong effect displaying
a residual activity of 0.15% and 0.05% versus wild-type
BoNT/C respectively. This value roughly corresponds to
the multiplication of the individual effects. Also in this
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assay, mutations in the Sia-2 site or the second receptor
binding region exerted no or weak effects, except for
A1200D, indicating that the latter two sites do not contri-
bute to binding. As analysed by CD-spectroscopy, the
effect of the mutation of A1200 to aspartic acid is probably
due to an impairment of its structural stability, whereas the
other mutants displaying reduced binding and neurotox-
icity did not significantly differ in their secondary structure
content as well as thermal stability from HCC wild-type
(Figs S3 and S4). The observation that mutation of S1281
interferes with toxin binding was confirmed by a reduction
of the neurotoxicity of BoNT/C-S1281Y to ~ 15% (Fig. 4).
Altogether the results evidence the presence of more
than one relevant binding site in BoNT/C HC as opposed
to BoNT/A, B, E, F and G.
Three regions of BoNT/C HC-fragment contribute to
ganglioside binding
As it has been proposed that in contrast to other CNTs the
entry of BoNT/C was only dependent upon interaction
with gangliosides (Tsukamoto et al., 2005), we examined
next, whether the identified receptor binding sites of
BoNT/C mediate interaction with gangliosides. To this end
we performed binding studies using immobilized ganglio-
sides and HCC mutants. These exhibited either a mutation
at the Sia-1 site (Y1179S, L1203F), the WY-loop
(W1258L, Y1259S) or the established ganglioside binding
region (S1281Y). Figure 5 shows that mutations in either
region drastically reduced the binding affinity to ganglio-
sides in physiological ionic strength conditions. HCC car-
rying mutations at two sites (Y1179S/W1258L) showed a
yet lower binding affinity to immobilized gangliosides
(Fig. 5). Together, the existing data demonstrate that
BoNT/C possesses at least two sites that can mediate the
binding of ganglioside molecules.
The WY-loop and the Sia-1 site mediate physiologically
crucial ganglioside interactions
The so far obtained results provide strong evidence for
the existence of at least two essential binding sites in
HCCC that can bind gangliosides. They do not yet prove
that gangliosides act as receptors under physiological
Fig. 3. Binding of HCC mutants to synaptosomal membranes. 35S-labelled wild-type and mutated HC-fragments generated by in vitro
translation were incubated with rat brain synaptosomes in physiological buffer for 2 h at 0°C. Washed pellet fractions were subjected to
SDS-PAGE, and the amount of bound 35S-HC-fragment mutants was quantified by phosphor imaging and depicted as a percentage of binding
versus wild-type HCC. (n = 3–13, mean  SD). Data for the mutants are arranged according to binding sites they belong to: Sia-1 and Sia-2
sites, co-ordination sites for sialic acid as observed in the HCC-sialic acid structure; second receptor binding region, position of the binding site
for Syt-II in BoNT/B and G and sialic acid in BoNT/D and TeNT; WY-loop, loop-2 in Fig. 1A; established ganglioside binding region, comprises
the conserved ganglioside binding motif SXWY . . . G of BoNT/A, B, E, F, G and TeNT.
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conditions and thus, the idea of gangliosides as the sole
receptors for BoNT/C. It would still be feasible that the
carbohydrate portion of a glycosylated receptor protein
occupies one of the identified sites in the internalization
process. To rule out this possibility, we studied the tox-
icity of BoNT/C mutants with deactivated ganglioside
binding sites at phrenic nerve preparations of ganglio-
side deficient mice. We used mice in which the genes
for GD3 synthetase (GD3S) and N-acetylgalactosamine
(NAcGal) transferase (NAcGalT) were deleted [DKO/
GM3-only mice (Kawai et al., 2001)]. These mice do not
synthesize complex gangliosides, and GM3 represents
the end point of ganglioside synthesis. The neurotoxicity
of wild-type BoNT/C at DKO MPN hemidiaphragm
preparations was 2% compared with MPN hemidi-
aphragm preparations of wild-type NMRI mice (Fig. 4,
empty columns). The toxicities of BoNT/C-W1258L,
BoNT/C-W1258A/Y1259A (mutated in the WY-loop),
BoNT/C-Y1179S and BoNT/C-L1203F (mutated in the
Sia-1 site) are ~ 16.6%, 0.4%, 4% and 0.5%, respec-
tively, of wild-type BoNT/C at wild-type NMRI mice
(Fig. 4, filled columns). At DKO MPN hemidiaphragm
preparations, the activities of these mutants are further
reduced by factors > 700, ~ 65, > 200 and > 90 respec-
tively (Fig. 4, empty columns). Such reductions in activity
are not observed when BoNT/B or BoNT/G mutants of
the established ganglioside binding site (their sole gan-
glioside binding site) are analysed at DKO MPN hemidi-
aphragm preparations (Rummel et al., 2007). Thus, the
additional drastic reductions indicate that another physi-
ologically relevant intact ganglioside binding site exists
in each single site inactivated BoNT/C mutant.
It was unexpected to note that the activity of wild-type
BoNT/C at DKO MPN hemidiaphragm preparations was
> 100-fold higher than that of BoNT/C-W1258L, BoNT/
C-W1258A/Y1259A, BoNT/C-Y1179S and BoNT/C-
L1203F. A plausible explanation for this finding might be
a significant affinity of GM3, which is hardly displayed
in wild-type mice but accumulates under knock-out
conditions in large amounts (Kawai et al., 2001), to
either of the ganglioside binding sites of BoNT/C. The
remaining interaction with GM3 is synergistic in wild-type
BoNT/C because of the presence of at least two func-
tional sites.
Fig. 4. Biological activity of BoNT/C and various mutants at wild-type (filled columns) and GM3-only (empty columns) MPN hemidiaphragm
preparations. To dose–response curves of recombinant wild-type BoNT/C a power function was fitted. The resulting paralytic half-times of
BoNT/C mutants were converted to the corresponding concentrations of wild-type BoNT/C using the power function. The toxicities were finally
expressed relative to wild-type BoNT/C (n = 3–5, mean  SD). Data for the mutants are arranged according to binding sites they belong to as
defined in Fig. 3. WAYAYSLF indicates BoNT/C-W1258A/Y1259A/Y1179S/L1203F.
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Discussion
Comparison of CNT ganglioside binding sites
A ganglioside binding pocket conserved with respect to
amino acid sequence (SXWY . . . G ganglioside binding
motif), shape and position within HC has been identified in
all hitherto established CNT structures except BoNT/D. In
the latter merely the positioning within HCC is maintained
(Strotmeier et al., 2010). BoNT/C possesses a WY-motif
related to the conserved SXWY . . . G ganglioside binding
motif of BoNT/A, B, E, F, G and TeNT (Fig. S1), but the
structure of the corresponding region in HCC appears
completely different. The WY-motif is located as part of a
solvent exposed loop outside the HCC core structure. A
very recent study of Karalewitz and coworkers on HCC of
strain Stockholm (PDB code: 3N7K) yielded the same
result (Karalewitz et al., 2010). The observed relocation of
the WY-loop might be due to crystal packing constraints
as its conformation was identical in three different crystal
forms of HCC. However, refolding was not supported by
molecular dynamics simulations (Fig. S5), which might
indicate ganglioside binding in a bidentate manner. Alter-
natively, it might be that ganglioside binding at the estab-
lished ganglioside binding region (S1281) causes W1258
and Y1259 to turn back towards this site under physiologi-
cal conditions to ligate one of the ganglioside’s terminal
sugar monomers in a sandwich-like fashion. A joint
binding of these two sites is suggested by the less pro-
nounced effects of mutations in these regions compared
with those evoked by mutations in the Sia-1 site (Figs 3–
5). A turn towards the Sia-1 site appears less likely as a
result of sterical hindrances and as the extent of effects
observed in MPN toxicity tests argue for two independent
ganglioside binding sites.
However, it is unlikely that the established ganglioside
binding region adopts a shape similar to the ganglioside
binding pocket of BoNT/A, B, E, F, G and TeNT on this
potential loop movement. One argument is that the muta-
tions W1258L and Y1259S in BoNT/C caused one and
two orders of magnitude, respectively, lesser effects com-
pared with the corresponding mutations in BoNT/A, B and
TeNT (~ 5% and ~ 30% versus ~ 0.5% and 0.3% residual
toxicity) (Rummel et al., 2003; 2004b). In addition, exten-
sive loop rearrangements would have to occur. Thus, the
ganglioside binding site in BoNT/C involving W1258 and
Y1259 is novel and unparalleled by known ganglioside
binding sites in other proteins.
The Sia-1 site in HCC is located directly adjacent to the
site that corresponds to the second receptor binding
region in TeNT. This pocket of TeNT was initially also
identified by its ability to co-ordinate sialic acid (Emsley
et al., 2000). R1226 of TeNT is the central residue in this
pocket forming a salt bridge with the carboxyl group of the
terminal sialic acid in the disialic acid branch present in
GT1bb (Fotinou et al., 2001), GT2 (Chen et al., 2009) or
disialyllactose (Jayaraman et al., 2005). Interestingly, a
recently discovered sialic acid binding site at the equiva-
lent place in BoNT/D displays also a central arginine
(R1239) that mediates crucial ligand interactions (Strot-
meier et al., 2010). We found that the BoNT/C Sia-1 site
can acquire a ganglioside molecule like the second recep-
tor binding region of TeNT, but a basic amino acid that
could take over the role of R1226 and R1239 of TeNT and
BoNT/D, respectively, is lacking. In contrast, the carboxyl
group of sialic acid is pointing away from the pocket that
allows the co-ordination of both the a- and b-anomer.
Here, a set of hydrogen bond interactions exist
(Table S1), as well as hydrophobic interactions involving
the side-chains of A1126, I1131, M1172 and I1174. L1203
probably does not directly contribute to binding, as its
mutation to alanine has only a marginal effect on neuro-
toxicity of BoNT/C (Fig. 4). In contrast, the replacement of
the isobutyl group of L1203 with a phenyl group clashes
with the acetyl group of sialic acid as revealed by the
crystal structure of HCC-L1203F mutant thereby com-
pletely blocking the Sia-1 site (Fig. S6). Amino acid
Y1179, whose mutation showed drastic effects on binding
Fig. 5. Ganglioside binding of HCC mutants. Mixed bovine brain
gangliosides (5 mg well-1) were immobilized on microtiter plates and
incubated for 2 h at 4°C with purified HCC in PBS/0.5% BSA. After
removal of unbound protein bound HCC was detected by
StrepTactin conjugated alkaline phosphatase. (n = 4, mean  SD).
Data for the mutants are arranged according to binding sites they
belong to as defined in Fig. 3.
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and neurotoxicity of BoNT/C, makes indirect interaction
between its OH atom and the N5 atom of Sia-1 mediated
by two sequential water molecules (Fig. 2A). However, it
cannot be ruled out that Y1179 might interact with an
adjacent sugar unit, if the co-ordinated sialic acid would
not represent a terminal sialic acid of a ganglioside mol-
ecule, as seen in the HCT-GT1bb structure (Fotinou et al.,
2001). Alternatively, a longer carbohydrate chain present
in complex polysialogangliosides might change the mode
of binding. Its binding mode can ultimately be clarified
through complex structures of HCC with larger carbohy-
drate portions of gangliosides.
BoNT/C features at least two ganglioside interaction
sites that are indispensable for its biological activity
Recent studies have shown that TeNT, BoNT/B, BoNT/D
and BoNT/G exhibit a second receptor binding region in
the neighbourhood to the established ganglioside binding
region at the C-terminal tip of the molecule (Fotinou et al.,
2001; Chai et al., 2006; Jin et al., 2006; Rummel et al.,
2007; Strotmeier et al., 2010). In this study, we have iden-
tified the Sia-1 site in BoNT/C adjacent to the second
receptor binding region that interacts like TeNT with
gangliosides. This conclusion is based on the finding that
mutation of three amino acids located in and around this
Sia-1 site markedly reduced the biological activity of
BoNT/C at natural target neurons (phrenic nerves) and
the binding affinity to synaptosomal membranes. In addi-
tion, mutations in this newly identified receptor binding
site showed drastic effects in binding assays performed
under physiological salt conditions employing isolated
immobilized gangliosides (Fig. 5).
The involvement of W1258 and Y1259 of the WY-loop in
receptor binding and neurotoxicity has been discovered in
previous studies (Tsukamoto et al., 2008; Rummel et al.,
2009; Karalewitz et al., 2010). These findings were con-
firmed and extended in the present study.
The following considerations argue for the crucial
involvement of both binding sites as independent ganglio-
side binding sites in the binding and entry mode of
BoNT/C. Mutation of the central tryptophan of the sole
ganglioside binding site of other BoNTs reduces the neu-
rotoxicity approximately by a factor of 50–100 [BoNT/A:
(Rummel et al., 2004b); BoNT/B and BoNT/G: (Rummel
et al., 2007); BoNT/E and BoNT/F: (Rummel et al.,
2009)]. In the present study we observe that mutation of
the Sia-1 or the WY-loop in both instances leads to a
reduction in neurotoxicity by a factor of ~ 200 (Fig. 4).
Second, BoNT/C with mutated WY-loop should display
roughly similar activity at MPN hemidiaphragm prepara-
tions of wild-type and complex ganglioside deficient mice,
if this region was the only ganglioside interacting site.
Indeed, such measurements for corresponding mutants of
the established ganglioside binding regions in BoNT/B
and G, i.e. BoNT/B-W1262L and BoNT/G-W1268L,
yielded a merely 2- or 3-fold lower neurotoxicity at DKO
MPN hemidiaphragm preparations (Rummel et al., 2007).
(The merely 2- or 3-fold reduced activity at DKO MPN
hemidiaphragm preparations is likely due to an imperfect
deactivation of the binding pockets by the tryptophan to
leucine mutations.) In contrast to these two BoNTs, whose
second binding site mediates the interaction with their
protein receptor Syt, the neurotoxicity of BoNT/C-W1258L
and BoNT/C-W1258A/Y1259A is > 700-fold or ~ 65-fold
lower at DKO versus wild-type MPN hemidiaphragm
preparations respectively (Fig. 4). This marked difference
cannot only be due to an incomplete deactivation of the
site containing the WY-loop by the tryptophan to leucine
mutation, as this mutation led to an 18-fold reduction
in neurotoxicity at wild-type MPN hemidiaphragm
preparations. Vice versa, the ~ 235-fold lower activity of
BoNT/C-Y1179S at DKO compared with wild-type MPN
hemidiaphragm preparations also unequivocally argues
for the presence of another physiologically important gan-
glioside binding pocket, which is obviously the site com-
prising the WY-loop (Fig. 4). Thus, these data together
strongly suggest a mode of action involving two ganglio-
side molecules as receptors.
Are gangliosides the sole receptors of BoNT/C?
The BoNT/C region analogously positioned to the Syt
binding site of BoNT/B and G (second receptor binding
region) displays a different surface and, as outlined
above, a pocket interacting with a ganglioside molecule is
located nearby (Sia-1 site). This raises the question
whether entry of BoNT/C is mediated merely by the dis-
covered ganglioside binding sites, thus without interaction
with a protein receptor. In favour of such an assumption
is the observation by Tsukamoto and colleagues that the
binding of BoNT/C to synaptosomal membranes was not
affected by prior membrane treatment with proteinase K
or heating (Tsukamoto et al., 2005). Our data are also in
support of this view, as simultaneous mutation in the
ganglioside and the protein receptor binding site of
BoNT/B and G (Rummel et al., 2007) led to a comparable
enormous reduction in neurotoxicity compared with muta-
tions in the WY-loop and the Sia-1 site of BoNT/C (Fig. 4).
In this context the recently published evidence for an
activity dependent uptake of BoNT/C in MPN toxicity
assays has to be reassessed (Rummel et al., 2009).
These data have been utilized to argue that BoNTs are
generally taken up via the synaptic vesicle recycling
pathway. But how can a ligand become guided to this
recycling pathway if not bound to the luminal domain of
a synaptic vesicle resident transmembrane protein? It
must be assumed that certain complex gangliosides are
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endocytosed together with synaptic vesicles proteins
via the synaptic vesicle recycling pathway. Although the
protein composition of synaptic vesicles has been analy-
sed in great detail, corresponding information on the gly-
colipid content is lacking (Takamori et al., 2006; Gronborg
et al., 2010). So, the question remains unsolved whether
the hexylceramides detected in synaptic vesicles repre-
sent the ganglioside receptors of BoNT/C. At this time the
possibility cannot be excluded that at a later stage of the
entry process a yet unknown glycoprotein replaces a gan-
glioside at one binding site or binds to a third yet undis-
covered site and thereby directs the toxin to an acidic
organelle from where LC translocation can take place.
However, there must be a different sorting mechanism
compared with TeNT, which can also bind two ganglioside
molecules, but has to reach the retrograde transcytosis
track in peripheral neurons.
Experimental procedures
Plasmid constructions and mutagenesis
The Escherichia coli expression plasmid for BoNT/C HC-
fragment (pHCCS) and full-length BoNT/C (pBoNTCS-thro)
as well as the HC-fragment encoding plasmid for in vitro
transcription/translation (pSP72HCC) have been described
earlier (Rummel et al., 2004a; 2009). Mutations were gener-
ated employing the GeneTailor site-directed mutagenesis
system (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany) using suit-
able primers and pHCCS, pSP72HCC or pBoNTCS-thro as
template DNA. Some were transferred from pHCCS by sub-
cloning using the singular AgeI recognition site of the BoNT/C
coding region and the SmaI site. Nucleotide sequences of all
mutants were verified by DNA sequencing.
Purification of recombinant protein
Wild-type and mutated recombinant HC-fragments and full-
length BoNT/C were produced, the latter under biosafety
level 2 containment (project number GAA A/Z 40654/3/57),
utilizing the E. coli strain M15pREP4 (Qiagen) during 16 h of
induction at 22°C in the presence of 0.2 mM IPTG, and were
purified on StrepTactin-sepharose beads (IBA GmbH, Göttin-
gen, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
Fractions containing the desired protein were pooled, dialy-
sed against PBS (140 mM NaCl, 7 mM KCl, 10 mM
Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.2), frozen in liquid nitrogen
and kept at -70°C. Protein concentrations and the extent of
hydrolytic activation of full-length BoNT/C by E. coli pro-
teases were determined subsequent to SDS-PAGE and Coo-
massie blue staining by using a LAS-3000 imaging system
(Fuji Photo Film), the AIDA 3.51 program, and various known
concentrations of BSA as standards. The degree of BoNT/C
activation averaged around 85%.
Crystallization and diffraction data collection
The isolated wild-type HCC was further purified by ÄKTA
Purifier using a Superdex-200 16/60 column (GE Healthcare,
Munich, Germany) in buffer containing 30 mM Tris-HCl (pH
7.6), 300 mM NaCl and then concentrated to ~ 6 mg ml-1 for
crystallization. Initial crystallization screens were carried out
using a Phoenix crystallization robot (Art Robbins Instrument)
and high throughput crystallization screen kits from Hampton
Research (Aliso Viejo, CA, USA), Qiagen or Emerald BioSys-
tems (Bainbridge Island, WA, USA). The best crystals were
grown at 18°C by the hanging-drop vapour-diffusion method
with 1:1 (v/v) ratio of protein and reservoir solution containing
10% (v/v) PEG 4000, 0.1 M sodium citrate (pH 4.4) and 3%
(w/v) 6-aminohexanoic acid. The crystals were cryoprotected
in the same mother liquor supplemented with 20% glycerol,
and then flash-frozen in liquid nitrogen. The crystals of the
HCC-sialic acid complex were obtained by soaking the HCC
crystals in a solution containing the same mother liquor
supplemented with 100 mM sialic acid for 12 h at 18°C. The
X-ray diffraction data of the apo HCC and the HCC-sialic acid
complex were collected at -173°C at beam line 9–2, Stanford
Synchrotron Radiation Laboratory (SSRL), using a Mar-325
CCD detector. All data sets were processed and scaled by
using HKL2000 (Otwinowski and Minor, 1997). Data collec-
tion statistics are summarized in Table 1.
Structure determination and refinement
The structure of the apo form of HCC was determined by
molecular replacement using Phaser (McCoy et al., 2007).
Two independent search models, the isolated HCN and HCC
domains of HCB (PDB code 2NM1), were used. The prelimi-
nary structural model was subsequently refined with Phenix
1.5 (Adams et al., 2010) and rebuilt with COOT (Emsley and
Cowtan, 2004) in an iterative way. Refinement progress
was monitored with the free R-value using a 5% randomly
selected test set (Brunger, 1992). The structure of the
HCC-sialic acid complex was determined by Phaser using
the apo HCC as the search model. The apo HCC and
the HCC-sialic acid complex were refined to 2.2 Å with
Rwork/Rfree = 0.17/0.21, and 2.15 Å with Rwork/Rfree = 0.17/0.21
respectively. Both structures have excellent stereochemistry
and were validated through MolProbity web-server (Davis
et al., 2007). Structural refinement statistics are listed in
Table 1. The co-ordinates and diffraction data for both
structures have been deposited in the Protein Data Bank
with accession numbers 3R4U (apo structure) and 3R4S
(complex with sialic acid). Figures were prepared with PyMol
(http://www.pymol.org).
Molecular dynamics simulations
Molecular dynamics simulations were carried out using the
AMBER10 software package (http://ambermd.org/). All calcu-
lations used explicit solvent and the protein was surrounded
by an octahedral periodic box of TIP3P water molecules to a
minimum distance of 10 Å from the solute before equilibration
using a standard multistate protocol (Shields et al., 1997).
The structure of the HCC domain as solved by crystallography
was simulated for 30 ns at 310 and 410 K. Residue specific
structure r.m.s.d. was calculated using the PTRAJ module
available within AMBER. Secondary structure analysis was
performed using the Dictionary of Secondary Structure of
Protein (Kabsch and Sander, 1983).
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In vitro transcription and translation
HC-fragments were synthesized in vitro from pSP72HCC
derivatives using the reticulocyte lysate system (Promega)
and L-[35S]methionine (320 KBq, > 37 TBq mmol-1; Hartmann
Analytic GmbH, Braunschweig, Germany), in a total volume
of 25 ml.
Binding to rat brain synaptosomes
Binding of 35S-labelled HCC to freshly prepared rat brain syn-
aptosomes was studied as detailed previously (Rummel
et al., 2004b) except that bound HC-fragment was visualized
using a FLA-9000 laser scanner (Fujifilm Europe GmbH,
Düsseldorf, Germany), and quantified applying the Multi
Gauge 3.2 software (Fujifilm Europe GmbH).
Binding to immobilized gangliosides
Ganglioside mixture (Matreya, Pleasant Gap, PA, USA) was
dissolved to 50 mg ml-1 in ethanol and applied to medium
binding 96-well F96 POLYSORB immunoplates (Thermo
Electron LED GmbH, Langenselbold, Germany; 100 ml
well-1). The solvent was evaporated at 22°C and the wells
were washed twice with 200 ml of PBS buffer and then
blocked with 200 ml of the same buffer supplemented with 3%
(w/v) of casein. After two interim washing steps, 100 ml per
well containing 2.5 mg of HCC or its mutants diluted in PBS/
0.5% BSA were added and incubated for 2 h at 4°C. Unbound
protein was removed by two washing steps with PBS/Tween
20 [0.05% (v/v)]. After another blocking step with avidin
(2 mg ml-1 in PBS/0.05% Tween) bound Hc-fragments were
detected by incubation with StrepTactin conjugated alkaline
phosphatase (ST-AP, IBA GmbH) in PBS/0.5% BSA buffer for
2 h at 22°C according to the manufacturer’s instructions. After
four additional washing steps, twice with PBS/0.05% Tween
and twice with PBS, p-Nitrophenylphosphate (1 mg ml-1 in
100 mM glycine, 1 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, pH 10.4) was
used as substrate for alkaline phosphatase. The extinction
was measured at 405 nm with a Sunrise microplate reader
(Tecan, Männedorf, Switzerland).
MPN hemidiaphragm toxicity assay
According to §4 Abs. 3 [killing of animals for scientific pur-
poses, German animal protection law (TSchG)] animals were
sacrificed by trained personnel before dissection of organs
and its number reported yearly to the animal welfare officer of
the Central Animal Laboratory and to the local authority, Vet-
erinäramt Hannover. The MPN toxicity assay was set up as
described earlier (Habermann et al., 1980; Wohlfarth et al.,
1997). Electrical stimulation of the phrenic nerve was con-
tinuously performed at a frequency of 1 Hz. Isometric con-
tractions were transformed via a force transducer and
recorded with the VitroDat Online software (FMI GmbH,
Seeheim, Germany). The time required to decrease the
amplitude to 50% of the starting value (paralytic half-time)
was measured. Recombinant BoNT/C-thro wild-type was
applied in triplicates at final concentrations of 15, 50, 70, 100
and 233 pM. To the concentration–response curve the power
function y = 148.95x-0.2089 (R 2 = 0.9806) was fitted. The result-
ing paralytic half-times of BoNT/C-thro mutants were con-
verted to the corresponding concentrations of wild-type
BoNT/C, using the equation mentioned above. The toxicities
were finally expressed relative to wild-type BoNT/C. Because
of the differing degrees of activation among BoNT/C pre-
parations only activated BoNT/C was taken into account for
determination of protein concentrations because of the
10-fold lower potency of the single chain BoNT/C in the MPN
toxicity assay.
Complex ganglioside deficient mice
Mice phrenic nerve organs were derived from 20 g NMRI
mice (wild-type) and C57BL/6 mice lacking GD3 synthetase
(CMP-sialic acid: GM3 a-2,8-sialyltransferase, EC 2.4.99.8)
and b-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase (EC 2.4.1.92).
Whereas neurons of NMRI mice contain the full set-up of
complex polysialo-gangliosides, the nerve cells of complex
ganglioside deficient mice harbour only GM3 (Kawai et al.,
2001). No difference in paralytic half-time was observed
when NMRI and wild-type C57BL/6 MPN hemidiaphragm
preparations were compared.
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Table S1: Interactions between sialic acid (Sia-1) and HCC 
Sia-1 Distance (Å) HCC 
O4 2.84 A1126 (O) 
O4 2.66 Y1146 (OH) 
O7 2.88 S1128 (N) 
O10 3.05 S1128 (N) 
O10 2.80 R1129 (N) 
O1A/O6/O7 (2.97/3.19/2.58) - WAT a - (3.14) N1127 (OD1) 
N5 (3.10) – WAT a – (2.90) N1175 (OD1) 
a Interactions are mediated by water molecules (WAT). The distances between sialic acid and 
water molecule are listed in the left column, and that between water molecule and HCC are listed 
in the right column. 
 3 
Table S2: Interactions between sialic acid (Sia-2) and HCC 
Sia-2 Distance (Å) HCC 
O1A 2.68 Y1169 (OH) 
O1A 2.69 D1171 (OD2) 
O1B 3.32 D1171 (OD2) 
O2 3.24 Y1169 (OH) 
N5 2.83 Q1206 (OE1) 
O7 2.64 T1207 (O) 
O8 2.99 N1180 (ND2) 
O9 2.46 N1180 (OD1) 
O9 2.94 T1207 (N) 




C 1093  QYTNVVKDYWGNDLRYNKEYYMVNIDYLNRYMYANSRQIVFNTRRN...........NN. 6 
D 1080  ILRNVIKDYWGNPLKFDTEYYIINDNYIDRYIAPESNVLVLVQYPD...........RS. 7 
B 1079  SYSEYLKDFWGNPLMYNKEYYMFNAGNKNSYIKLKKDSPVGEILTRSKYNQ..NSKYINY 8 
G 1087  SSTNTLKDFWGNPLRYDTQYYLFNQGMQNIYIKYFSKASMGETAPRT....NFNNAAINY 9 
E 1067  PNTNILKDFWGNYLLYDKEYYLLNVLKPNNFIDRRKDSTLSINNIR........STILLA 10 
F 1087  PDPSILKNYWGNYLLYNKKYYLFNLLRKDKYITLN.SGILNINQQRG....VTEGSVFLN 11 
A 1092  SNSGILKDFWGDYLQYDKPYYMLNLYDPNKYVDVNNVGIRGYMYLKGPRGSVMTTNIYLN 12 
T 1109  LSITFLRDFWGNPLRYDTEYYLIPVASSSKDVQLKNITDYMYLTNAPSYTN..GKLNIYY 13 
14  
C 1141  .DFNEGYKIIIKRIR...GNTNDTRVRGGDILYFDMTINNKAYNLFMKNETMYADN...H 15 
D 1128  .KLYTGNPITIKSVS...DKNPYSRILNGDNIILHMLYNSRKYMIIRDTDTIYATQGGEC 16 
B 1137  RDLYIGEKFIIRRKSNSQSIN.DDIVRKEDYIYLDFFNLN.QEWRVYTYKYFKK...... 17 
G 1143  QNLYLGLRFIIKKASNSRNINNDNIVREGDYIYLNIDNISDESYRVYVLVNSKE...... 18 
E 1119  NRLYSGIKVKIQRVN..NSSTNDNLVRKNDQVYINFVASKTHLFPLYADTATTN...... 19 
F 1142  YKLYEGVEVIIRKNGPIDISNTDNFVRKNDLAYIN.VVDRGVEYRLYADTKSE....... 20 
A 1152  SSLYRGTKFIIKKYA..SG.NKDNIVRNNDRVYIN.VVVKNKEYRLATNASQAG...... 21 
T 1167  RRLYNGLKFIIKRYTP..NNEIDSFVKSGDFIKLYVSYNNNEHIVGYPKDGNAFNN.... 22 
23  
C 1194  STEDIYAIGLREQTKDINDNIIFQIQPMNNTYYYASQIFKSNFNGENISGICSIGTY... 24 
D 1184  SQNCVYALKLQSNLGNYG.IGIFSIKNIVSKNKYCSQIFSS.FR.ENTMLLADIYK.... 25 
B 1189  .EEEKLFLAPISDSDEFYNTIQIKEYDEQ.PTYSCQLLFKKDEESTDEIGLIGIHRFYES 26 
G 1197  .IQTQLFLAPINDDPTFYDVLQIKKYYEK.TTYNCQILCEKD...TKTFGLFGIGKFVKD 27 
E 1171  .KEKTIKISSSGNR..FNQVVVMNS.....VG.NCTMNFKNN..NGNNIGLLGFKADT.. 28 
F 1194  .KEKIIRTSNLNDS..LGQIIVMDS.....IGNNCTMNFQNN..NGSNIGLLGFHSNN.. 29 
A 1202  .VEKILSALEIPDVGNLSQVVVMKSKNDQGITNKCKMNLQDN..NGNDIGFIGFHQFNNI 30 
T 1221  .LDRILRVGYNAPGIPLYKKMEAVKLR.DLKTYSVQLKLYDD..KNASLGLVGTHNGQIG 31 
32  
C 1251  .........RFRLGGDWYR.HNYLVPTVKQGNYASLLESTSTHWGFVPVSE        1291 33 
D 1237  ...............PWRFSFKNAYTPVAVTNYETKLLSTSSFWKFISRDPGWVE    1276 34 
B 1247  .GIVFEEYKDYFCISKWYLKEVKRKP.........YNLKLGCNWQFIPKDEGWTE    1291 35 
G 1252  YGYVWDTYDNYFCISQWYLRRISENI.........NKLRLGCNWQFIPVDEGWTE    1297 36 
E 1218  ...........VVASTWYYTHMRDH...........TNSNGCFWNFISEEHGWQEK   1251 37 
F 1242  ...........LVASSWYYNNIRRN...........TSSNGCFWSSISKENGWKE    1274 38 
A 1259  .........AKLVASNWYNRQIERS...........SRTLGCSWEFIPVDDGWGERPL 1296 39 











Fig. S1. Amino acid sequence alignment of TeNT (T) and BoNT (A-G) HCC-fragments. 
Identical amino acids are presented in white letters on black background. Amino acids conserved 
in the majority of sequences are shaded grey, and those representing the SXWY…G motif are 
highlighted as red characters. The database accession numbers of the neurotoxins used for the 
alignment are: M30196 (BoNT/A), M81186 (BoNT/B), X53751 (BoNT/C), X54254 (BoNT/D), 










Fig. S2. HCC forms a dimer. 
(A) A head-to-tail dimeric HCC is shown as a ribbon diagram. Each protomer is coloured in a 
rainbow spectrum varying from blue (N-terminus) to red (C-terminus). Symmetric intra-dimer 
interactions exist between the HCN and HCC domains. (B) The HCC dimer is rotated 90° as 
indicated. The molecular surface of one protomer within a dimeric HCC is shown in rainbow 
















Fig. S3. Far UV CD-spectroscopy and secondary structure analysis of wild-type HCC and its 
mutants. 
To exclude that impaired binding and impaired biological activity of individual mutants was due 
to structural alterations, HC-fragment mutants (Y1179S, A1200D, L1203F, W1258L, Y1259A, 
S1281Y, Y1179S/W1258L) were analyzed by far UV CD-spectroscopy and thermal denaturation 
experiments (Fig. S5). (A) Spectra were recorded at 22°C from 195-250 nm using a Jasco J-810 
spectropolarimeter. CD-spectra of HCC mutants were virtually indistinguishable from the 
respective wild-type spectra. (B) Secondary structure content was calculated by the algorithm 
K2d from the CD data between 200-240 nm content. Values averaged 14 ± 3 % α-helix, 35 ± 
4 % β-sheet, and 51 ± 2 % random coil. Significant variations of the secondary structure content 

















Fig. S4. Thermal denaturation of wild-type HCC and its mutants. 
Thermal denaturation experiments of wild-type and mutated HCC yielded steep sigmoidal curves. 
The melting temperature (Tm), defined by the inflection point, of wild-type HCC was 52°C. Tm 
values of the mutants Y1259S and the recently described W1258L (Rummel et al., 2009) were 
virtually indistinguishable from the wild-type value, whereas mutants Y1179S (50°C), L1203F 
(50°C), and Y1179S/W1258L (49°C) displayed slightly reduced Tm values. Taking deviations of 
±2°C of Tm for separate measurements of the same sample into account, these results do not 
indicate structural disturbances in any of these mutants. However, A1200D showed an even 
lower melting point, which might denote a structural damage. The fact that mutation did not 
cause structural alterations was also evidenced via crystallization of HCC-L1203F (Fig. S6). The 




the established ganglioside-binding region in green. The traces for mutants of the WY-loop are 










Fig. S5. Molecular dynamics simulations of BoNT/C HC-fragment (pdb code: 3R4U). 
Cartoon representation showing loops 1, 2 (WY-loop), 3 of the first (in blue) and the last 
trajectory (in red, 30 ns) of HCC obtained at 310 K. The residues W1295 and Y1296 are 
highlighted in sticks. The bar chart diagram shows the residue specific average r.m.s.d. at 310 K. 
Note that the WY-loop does not reveal increased dynamics on a picosecond-to-nanosecond 










Fig. S6. The L1203F mutation of HCC interferes with ganglioside binding. 
The structure of the wild-type HCC in complex with sialic acid (pink) and apo HCC-L1203F mutant 
(green) are shown as ribbon diagrams. Selected residues around residue 1203 are shown as sticks. 
A σA weighted 2Fo-Fc electron density map (contoured at 1.5 σ) around residue F1203 was shown 






















CD data was collected with a Jasco J-810 spectropolarimeter in a 1 mm path length cuvette with 
a concentration of 3-4 µM degassed HCC in PBS. Spectra were recorded at 22°C from 195-
250 nm with 100 nm/min, response of 1 s, standard sensitivity, bandwidth of 1 nm and five 
accumulations. Temperature-induced denaturation was performed by monitoring the CD signal 
at 210 nm. Wild-type HCC was measured with an average temperature increase of 0.5°C/min 
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Zusammenfassung und Diskussion 
Wenn das natürlich vorkommende Botulinum Neurotoxin von Clostridien freigesetzt wird, 
liegt es in einem sogenannten PTC vor, der aus NAPs und dem BoNT besteht. Der kleinste 
der drei existierenden Komplexe besteht aus dem BoNT und dem NTNHA und hat eine 
Größe von ca. 300 kDa (M-PTC, 12S). Das BoNT wird im Magen-Darm-Trakt durch die 
nicht-toxischen Komponenten des PTC vor der Denaturierung durch sauren pH und dem 
Abbau durch pankreatische Enzyme geschützt.  
 
Das Botulinum Neurotoxin und das NTNHA schützen sich gegenseitig 
durch Bildung eines miteinander verschlungenen Komplexes 
Freies BoNT/A wird durch Proteasen wie Trypsin und Pepsin und bei einem pH-Wert < 4 
nahezu komplett inaktiviert. Im Gegensatz dazu schützt das NTNHA von BoNT/A (NTNHA-A) 
das BoNT/A durch Bildung des M-PTC ab einem pH von 6,5 gegenüber Abbau durch 
Proteasen bzw. saure Hydrolyse, so dass das BoNT nahezu seine volle Aktivität behält (Gu 
et al. 2012). Der molekulare Aufbau der PTC ist zum größten Teil unbekannt. Bisher 
existieren lediglich zwei schwach aufgelöste EM-Strukturen von BoNT/A bzw. BoNT/D 
(Burkard et al. 1997; Hasegawa et al. 2007) sowie eine Antikörper-Kartierungs-Studie (Chen 
et al. 1997).  
Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, den M-PTC aus BoNT/A und NTNHA-A näher zu 
analysieren. Dazu wurden zunächst die inaktive Form des BoNT/A (BoNT/Ai) und das 
NTNHA-A in einen Expressionsvektor kloniert und in E. coli co-exprimiert. In Kooperation mit 
der Arbeitsgruppe um R. Jin (Sanford-Burnam Institut, La Jolla, CA) ist es zum ersten Mal 
gelungen, den M-PTC für BoNT/A mit einer Auflösung von 2,7 Å bei pH 6,0 zu kristallisieren 
(Gu et al. 2012). Dabei zeigte sich, dass sich die eingesetzte rekombinante, inaktive Form 
des BoNT/A (BoNT/Ai) und das NTNHA-A in einem umschlungenen Komplex 
zusammenlagern, wodurch sich das NTNHA und das BoNT gegenseitig vor dem Abbau im 
GI-Trakt schützen. Auffällig war, dass das NTNHA-A eine sehr ähnliche Struktur zu der des 
BoNT/A annimmt, obwohl seine AS-Sequenzidentität (~20 %) sehr gering ist (Gu et al. 
2012). So kann das NTNHA-A wie das BoNT auch in drei Domänen eingeteilt werden, die 
demzufolge als nLC, nHN und nHC (n für NTNHA) bezeichnet werden. Die charakteristischen 
strukturellen Eigenschaften, die dem BoNT/A seine Funktion verleihen, fehlen aber im 
NTNHA-A (Gu et al. 2012). So besitzt die nLC nicht das katalytische Zinkbindungsmotiv 
HEXXH…E und das Gangliosid-Bindungsmotiv E…H(K)…SXWY…G. Ebenfalls fehlt der 
lange, leicht zu hydrolysierende Loop sowie die Disulfidbrücke zwischen der nLC und nHC. 
Stattdessen besitzt das NTNHA-A in der nLC ein langes Insert (nG116-nA1148, benannt als 




nLoop) und wird zwischen nK133 und nK134 gespalten (Sagane et al. 2002; Gu et al. 2012). 
Im PTC mit gebundenen HA Proteinen wird diese Spaltstelle des NTNHA maskiert, so dass 
es nicht mehr an dieser Stelle gespalten werden kann (Kouguchi et al. 2002; Sagane et al. 
2002). Die HA Proteine scheinen also in diesem Bereich zu binden. Die NTNHA von 
BoNT/A2, E und F besitzen diesen nLoop nicht und ebenfalls keine HA Proteine, so dass sie 
nur den M-PTC ohne HA Proteine bilden (Fujii et al. 1993; East und Collins 1994; Lin et al. 
2010). Im Kristall zeigt sich, dass der nLoop exponiert ist, so dass HA Proteine hier gut 
binden könnten (Gu et al. 2012). 
Das HC-Fragment von BoNT/Ai bildet den Mittelpunkt des Kristalls und wird von allen drei 
Domänen des NTNHA-A umgeben. Aufgrund einer Rotation des BoNT/Ai HC-Fragments von 
140 ° um einen Linker zwischen HN und HC (L845–T876 in BoNT/A, im Folgenden als 
HN-HC-Linker bezeichnet) nimmt das BoNT/Ai in diesem Komplex mit NTNHA-A eine neue 
Konformation an. Dadurch rückt die Gangliosidbindungstasche in der Bindungsdomäne HC 
des BoNT/Ai in die Nachbarschaft des C-terminalen Teils der HN. Somit weicht die 
Quartärstruktur des komplexierten BoNT/Ai stark von der des freien BoNT/Ai sowie des 
nativen BoNT/A ab, in dem die Gangliosidbindungstasche im HC eher zum N-terminalen Teil 
der HN positioniert ist (Lacy et al. 1998; Gu et al. 2012). Diese Umorientierung des BoNT/Ai 
HC-Fragments wird durch den HN-HC-Linker vermittelt. Zur weiteren Analyse dieses Linkers 
wurden zwei Mutanten hergestellt: BoNT/A-R861A/E868P/K871P, mit Prolinen, die die 
helikale Struktur zerstören sollten, und BoNT/A-L862K/L863E/T867K, mit zusätzlichen 
Ionenpaaren, die den helikalen Linker stärker stabilisieren sollten. In Bezug auf 
Proteinfaltung, Rezeptorbindungsaffinität und enzymatischer Aktivität der leichten Kette 
verhielten sich beide Mutanten identisch zum BoNT/A Wildtyp. Allerdings war ihre Toxizität 
im mouse phrenic nerve (MPN) Assay signifikant reduziert (Gu et al. 2012). Dies ist 
vermutlich darauf zurückzuführen, dass das BoNT/A HC-Fragment durch die eingeführten 
Mutationen im Linker nicht optimal zur HN-Domäne positioniert ist. Dadurch wird die 
Translokation der LC und folglich ihre biologische Aktivität vermindert. Somit ist die 
strukturelle Integrität des HN-HC-Linker wichtig für die optimale Positionierung der HC und HN 
(Gu et al. 2012). 
Zwischen den jeweiligen HC-Fragmenten von BoNT/Ai und NTNHA-A bilden sich viele polare 
Interaktionen aus (Gu et al. 2012). Insbesondere die Salzbrücken zwischen K1000-nD808, 
K1039-nE810, K1121-nD455, R1175-nD1110 und R1269-nE845 sorgen für einen festen 
Zusammenhalt. Mit Mutationsstudien und mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) 
konnte gezeigt werden, dass diese Interaktionen essenziell für die Zusammenlagerung des 
Komplexes sind. Sie bindet BoNT/Ai mit einer Kd von 30,8 nM, HCA mit einer Kd von 48,3 nM 




und HCA K1000A mit einer Kd von 337,5 nM an das NTNHA-A (Gu et al. 2012). 
Außerdem konnten mittels Punktmutationen Schlüsselpositionen im HC-Fragment (E982 und 
D1037) in BoNT/A identifiziert werden, die für die pH-abhängige Zusammenlagerung von 
BoNT und NTNHA von großer Bedeutung sind (Gu et al. 2012). Die Substitution der 
protonierbaren Carboxyfunktion durch Amidgruppen (E982Q bzw. D1037N) an diesen 
beiden Positionen führen sowohl bei pH 6,0 als auch bei pH 7,5 zu einer signifikanten 
Bindung von der HCA Mutante an NTNHA-A. 
Verkürzungsstudien zeigten, dass auch das isolierte BoNT/A HC-Fragment alleine an das 
NTNHA-A binden kann, wohingegen ein Konstrukt, dem die Bindungsdomäne fehlt (LHN), 
nicht mehr an NTNHA-A bindet. Ebenso verliert das NTNHA, dem die nHC oder nur der 
C-terminale Teil der nHC (nHCC) fehlt, seine Schutzfunktion bei pH 2, während ein Fehlen der 
nLC nur geringfügig den Schutz des BoNT/A vermindert (Gu et al. 2012). 
Zusammenfassend konnte die erste Kristallstruktur eines BoNT im PTC, bestehend aus 
BoNT/Ai und NTNHA-A, mit einer Auflösung von 2,7 Å gelöst werden. Das NTNHA setzt sich 
wie das BoNT aus drei Domänen zusammen. Die Wechselwirkungen von HC und nHC sind 
essenziell für die Bildung des M-PTC und die Ausbildung der Schutzfunktion. Im Komplex 
nimmt das BoNT/A HC im Vergleich zum freien BoNT/A eine andere Konformation ein, die 
durch den HN-HC-Linker vermittelt wird. Dieser Linker ist somit wichtig für die richtige 
Positionierung des HC-Fragments zur HN-Domäne sowohl bei der Komplexbildung als auch 
bei der durch niedrigen pH ausgelösten Kanalbildung der HN. Für die pH-abhängige 
Zusammenlagerung des BoNT/A und NTNHA-A konnten Schlüsselpositionen identifiziert 
werden.  
Mithilfe der Kristallstruktur des M-PTC von BoNT/A können neue Moleküle entwickelt 
werden, die die orale BoNT Intoxikation verhindern könnten. Außerdem könnte auf der Basis 
des Komplexes ein orales Arzneimittelfreisetzungssystem entwickelt werden, bei dem ein 
proteinhaltiges Arzneimittel an das BoNT gekoppelt und dessen Degradation durch 











Rolle des HC-Fragments bei der Bindung an neuronale Rezeptoren 
Nach der Resorption und Transzytose der BoNT, deren molekularer Mechanismus 
unbekannt ist, vermittelt wiederum das HC-Fragment die neurospezifische Bindung an das 
Motoneuron. Eine Beteiligung von Gangliosiden bei der Bindung zahlreicher CNT war schon 
lange bekannt (Van Heyningen und Miller 1961; Simpson und Rapport 1971a, 1971b; Yowler 
und Schengrund 2004b). Zudem wurde angenommen, dass ein Proteinrezeptor für die 
Internalisierung der Neurotoxine benötigt wird (Montecucco 1986).  
 
Analyse der Bindung von Botulinum Neurotoxin Serotyp B (BoNT/B) an 
humanes Synaptotagmin-II  
Für BoNT/B ist bekannt, dass es ebenso wie BoNT/A sehr effektiv bei der Behandlung von 
zervikalen Dystonien ist (Comella 2008). Bei verschiedenen Studien an Menschen (Comella 
et al. 2005) und Mäusen (Callaway 2004; Hunt 2007; Allergan_Inc. 2011) zeigte sich, dass in 
Menschen eine 40-fach und in Mäusen eine 3-5-fach höhere Dosis von BoNT/B als von 
BoNT/A notwendig ist. Diese zehnfach schwächere Potenz von BoNT/B in Menschen 
gegenüber Mäusen muss auf speziesspezifische Unterschiede auf molekularer Ebene 
zurückzuführen sein. Da der von BoNT/B erkannte Bereich seines Substrats (Synaptobrevin 
2) im Menschen und in der Maus zu 100 % identisch ist, könnte der Unterschied in der 
Potenz in der Rezeptorerkennung begründet sein. Die Proteinrezeptoren von BoNT/B sind 
Syt-I und -II. 
Deshalb wurde die Aminosäuresequenz der intraluminalen Domäne von Synaptotagmin von 
Mensch, Schimpanse, Maus und Ratte (hSyt, cSyt, mSyt, rSyt) anhand eines 
Sequenzalignments auf Unterschiede analysiert. In allen Syt-I sind die drei wichtigen 
Aminosäuren (rSyt-I F39, F46, E49) für die Bindung an BoNT/B konserviert (Strotmeier et al. 
2012). In rSyt-II spielen F47, F54 und E57 eine wichtige Rolle in der Bindung an BoNT/B 
(Chai et al. 2006; Jin et al. 2006). F47 und E57 sind in allen vier Spezies konserviert, aber 
die korrespondierende Aminosäure an der Position F54 in Maus und Ratte ist beim 
Menschen und Schimpansen zu Leucin (L51) mutiert. Dies stellt den einzigen Unterschied 
an interagierenden AS zwischen dem hSyt-II und m/rSyt-II dar (Strotmeier et al. 2012).  
Das F54 wurde in rSyt-II 1-61 durch das korrespondierende Leucin ersetzt, um das hSyt-II 
nachzustellen, und so die Bindung von BoNT/B an hSyt-II in einem GST-Pulldown zu 
untersuchen. Im GST-Pulldown zeigte sich, dass HCB mit 49 mol% an GST-rSyt-II 1-61 
Wildtyp bindet (Strotmeier et al. 2012). Im Gegensatz dazu wird durch die Mutation F54L in 
GST-rSyt-II 1-61 (=hSyt-II) die Bindung von BoNT/B nahezu vollständig verhindert, da der 




Phenylring, der die hydrophobe Interaktion mit BoNT/B vermittelt, entfernt wurde. Zuvor war 
bereits bekannt, dass auch die Mutation F54A die Bindung von BoNT/B aufhebt (Chai et al. 
2006; Jin et al. 2006; Strotmeier et al. 2012). Somit wird BoNT/B von hSyt-II mit einer viel 
geringeren Affinität gebunden als von Maus oder Ratten Syt-II. Diese stark geschwächte 
Rezeptorerkennung erklärt die verminderte Potenz von BoNT/B in Menschen. Hier vermittelt 
vermutlich eher das um Faktor 100 niedriger affine Syt-I als Syt-II die Bindung an BoNT/B, 
da im hSyt-I die drei wichtigen Aminosäuren F40, F47, E50 konserviert sind (Strotmeier et al. 
2012).  
Gezielte Modifikationen der Syt-Bindungsstelle in BoNT/B könnten die Affinität an das 
humane Syt-II wieder verbessern und somit die Potenz im Menschen steigern. Dadurch 
könnte BoNT/B zu einer alternativen Behandlung für Patienten mit zervikalen Dystonien 
werden, die aufgrund von Antikörper Bildung gegen BoNT/A austherapiert sind. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das humane Syt-II im Gegensatz zum 
Ratten und Maus Syt-II kein hoch affiner Rezeptor für BoNT/B ist, da im hSyt-II das 
Phenylalanin, das in Maus und Ratte für die Bindung an BoNT/B relevant ist, durch ein 
Leucin in der luminalen Domäne ersetzt ist. Diese Mutation erklärt die unterschiedliche 
Potenz von BoNT/B in Menschen und Mäusen. 
 
Für die fünf Serotypen BoNT/A, B, E, F und G konnte das von Montecucco postulierte „Zwei-
Rezeptor-Modell“ bisher bestätigt werden. Für diese fünf Serotypen wurde gezeigt, dass sie 
zunächst an Ganglioside auf der neuronalen Zelloberfläche und anschließend an individuelle 
synaptische Proteinrezeptoren binden. In diesen fünf Serotypen ist das konservierte 
Gangliosid-Bindungsmotiv E…H(K)…SXWY…G in ihrer HCC-Domäne vorhanden und 
funktionell aktiv. Für BoNT/C und D fehlten bis dato genauere Informationen zu ihren 
Rezeptoren bzw. ihrer Rezeptorerkennung. 
 
Identifizierung und Charakterisierung der Rezeptorbindungstaschen von 
Botulinum Neurotoxin Serotyp D (BoNT/D) 
Um einen ersten Anhaltspunkt zu bekommen, ob BoNT/D auch gangliosidabhängig 
aufgenommen wird, wurde zunächst die Neurotoxizität von BoNT/D Wildtyp an gangliosid-
defizienten Mäusen im MPN Assay getestet. Es wurden Zwerchfelle von KO-Mäusen 
verwendet, die entweder nur noch a-Serien Ganglioside (St8sia1 -/-, Einzel-KO , EKO) oder 
nur noch das Gangliosid GM3 exprimierten (St8sia1 -/- / B4galnt1 -/-, Doppel-KO, DKO). 
Dabei zeigte sich eine starke Reduktion der Neurotoxizität von BoNT/D an den EKO- (14 %) 




und DKO- (6 %) gegenüber Wildtyp-Mäusen (Strotmeier et al. 2010). Diese Ergebnisse 
beweisen, dass Ganglioside für die Aufnahme und somit die biologische Aktivität von 
BoNT/D eine wichtige Rolle spielen. Kürzlich konnten diese Ergebnisse durch eine andere 
Arbeitsgruppe bestätigt werden, die zeigten, dass keine Bindung mehr von BoNT/D an 
Neuronen von KO-Mäusen, die keine komplexen Ganglioside und stattdessen nur noch GM3 
und GD3 exprimieren, erfolgte, solange keine exogenen Ganglioside zugegeben wurden 
(Peng et al. 2011). 
Im Gegensatz dazu hatten Tsukamoto und Mitarbeiter keinen Einfluss auf die Neurotoxizität 
von BoNT/D bei KO-Mäusen, bei denen die GM3-Synthetase inaktiviert ist und die folglich 
nur noch Lac-Cer exprimieren sollten, gesehen (Tsukamoto et al. 2005). Diese 
widersprüchlichen Befunde von Tsukamoto und Mitarbeitern sind damit zu erklären, dass die 
Aufnahme von BoNT/D hier durch die alternativ exprimierten Ganglioside GM1b und GD1c 
vermittelt wird, also letztlich doch über Ganglioside. Im Gegensatz dazu exprimieren die für 
unsere Experimente verwendeten DKO-Mäusen kein anderes sialo-Gangliosid außer GM3 
(Kawai et al. 2001). 
Anhand unserer Ergebnisse spielen Ganglioside, insbesondere solche der b-Serie, wie GT1b 
und GD1b, für die Aufnahme von BoNT/D folglich eine physiologisch essenzielle Rolle. Die 
Bindung von BoNT/D an Ganglioside konnte auch durch MALDI-ToF-MS Experimente 
bestätigt werden. Hierbei war nach der Inkubation von HCD mit GT1b zusätzlich zur 
Muttermasse (50.266 Da) ein Signal bei 51.921 Da zusehen. Diese Massenzunahme beruht 
auf der Bindung von einem Molekül GT1b an BoNT/D (Strotmeier et al. 2010). Diese 
Ergebnisse werden auch durch frühere Studien gestützt, die gezeigt hatten, dass die 
biologische Aktivität von BoNT/D sowohl in Mäusen als auch an Ratten-Zwerchfellen durch 
die Vorinkubation von BoNT/D mit GT1b vermindert wurde (Simpson und Rapport 1971a). 
Ebenfalls konnte in einem Kohlenhydrat-Screening gezeigt werden, dass das HC-Fragment 
von BoNT/D die höchste Affinität an das Disialogangliosid GD2 hat (Kroken et al. 2011). 
GD2, GD1b und GT1b haben gemeinsam, dass sie zwei Sialinsäuren an der membrannahen 
Galactose besitzen. Somit scheint Sialinsäure ein direkter Bindungspartner von BoNT/D zu 
sein. Zwei Arbeitsgruppen haben auch eine Bindung von BoNT/D an PE gezeigt (Tsukamoto 
et al. 2005; Zhang et al. 2010b). Es ist aber eher unwahrscheinlich, dass PE als 
neurospezifischer Rezeptor für BoNT/D fungiert, da PE hauptsächlich auf der cytosolischen 
Seite der Membran vorkommt (Op den Kamp 1979). Allerdings wurde schon gezeigt, dass 
PE durch ATP-Bindekassetten-Transporter an die Außenseite der Membran gelangt 
(Williamson und Schlegel 2002). 
 




Aufgrund der geringen Homologie der HCC-Domäne von BoNT/D zu den anderen Serotypen 
war es nur sehr schwer möglich, anhand eines Sequenzalignments mit den anderen BoNT 
Serotypen Anhaltspunkte für potenzielle Rezeptorbindungsstellen zu erhalten. BoNT/D 
besitzt auch nicht das Gangliosid-Bindungsmotiv (Rummel et al. 2004a; Tsukamoto et al. 
2008). Mittels Strukturvorhersagen konnte ein putativ helikales 20 mer Peptidmotiv, welches 
reich an aromatischen Aminosäuren ist (Y-1235-KPWRFSFKNAYTPVAVTNY-1254), 
identifiziert werden, das an der Bindung von BoNT/D an neuronale Zellen beteiligt sein 
könnte. Dieses 20 mer Peptid liegt im Sequenzalignment im Bereich der konservierten 
Gangliosidbindungsstelle der anderen BoNT. Mittels gerichteter Mutagenese wurde dieses 
20 mer Peptid näher charakterisiert. 
Zusätzlich wurde die Kristallstruktur des HCD-Fragments (S863–E1276) mit einer Auflösung 
von 1,72 Å mittels Röntgenstrukturanalyse (PDB: 3OBR) in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von R. Jin (Sanford-Burnam Institut, La Jolla, CA) bestimmt. Die 
Elektronendichte war für alle Reste außer für G1180 und G1181 deutlich sichtbar. Diese 
beiden Positionen liegen auf einem flexiblen Oberflächenloop mit minimaler Elektronendichte 
und wurden nicht modelliert. Die HCN-Domäne von BoNT/D (S863–R1082) besteht aus zwei 
anti-parallelen β-sheets, die in einem jelly roll Fassmotiv angeordnet sind. Die HCC-Domäne 
(N1083–E1276) nimmt eine β-trefoil Struktur an (Strotmeier et al. 2010). Somit ist die 
Grundstruktur von HCD sehr ähnlich zu den anderen BoNT HC-Fragmenten (Chai et al. 2006; 
Jin et al. 2006; Stenmark et al. 2008; Fu et al. 2009; Kumaran et al. 2009; Schmitt et al. 
2010; Stenmark et al. 2010). 
Parallel zu unserer Kristallstruktur wurde die Kristallstruktur von HCD auch durch andere 
Arbeitsgruppen aufgeklärt (s. Tabelle 3, Karalewitz et al. 2010; Zhang et al. 2010b). Die 
Cα-Atome dieser Strukturen haben zu unserer Kristallstruktur über 402 bzw. 400 AS RMSD 
Werte von 1,0 bzw. 0,59 Å und sind unserer Struktur folglich sehr ähnlich. Da die Mutanten 
HCD-F1240A und HCD-W1238A eine stark verminderte Bindung an Synaptosomen 
aufwiesen, wurde auch von diesen zwei Mutanten die Kristallstruktur bestimmt (Strotmeier et 
al. 2010; Kroken et al. 2011). Ebenso wurde die Kristallstruktur des HC-Fragments von einem 
C/D Mosaiktoxin gelöst (Karalewitz et al. 2010; Zhang et al. 2011a, s. Tabelle 3). 
Unsere Struktur von HCD wurde mit HCA und HCB verglichen, da diese beiden sowohl 
biochemisch als auch kristallographisch am besten charakterisiert sind. Dabei zeigte sich in 
neun Loops ein struktureller Unterschied zwischen HCD und HCA bzw. HCB (Strotmeier et al. 
2010). Besonders auffällig waren hier zwei Loops, die an der Rezeptorbindung beteiligt sein 
könnten: Loop Y1235-Y1246 und V1251-S1262. Interessanterweise decken diese beiden 
Loops zum größten Teil auch das mittels Strukturvorhersagen identifizierte 20 mer Peptid ab.  




Das Gegenstück zum ersten Loop Y1235-Y1246 ist in HCB so positioniert, dass es die 
Gangliosid- und die Proteinrezeptorbindungsstelle räumlich voneinander trennt. In HCD 
könnte dieser Loop aufgrund seiner hydrophoben Aminosäuren an der Membranbindung 
beteiligt sein. Zudem ist dieser Loop in HCD näher an der Stelle positioniert, wo sich in HCB 
die Proteinrezeptorbindungsstelle befindet, und verhindert dadurch in HCD vermutlich die 
Bindung an Syt-II (Strotmeier et al. 2010; Zhang et al. 2010b). Biochemisch konnte eine 
Bindung von BoNT/D an Syt bisher auch nicht bestätigt werden (Rummel et al. 2004b; 
Kroken et al. 2011; Peng et al. 2011). Außerdem behaupten Zhang et al., dass die Bindung 
von BoNT/D an SV2 in diesem Bereich aufgrund der räumlichen Anordnung vermutlich 
ausgeschlossen werden kann (Zhang et al. 2010b). Dennoch deutet die 
stimulationsabhängige Aufnahme von BoNT/D auf eine Beteiligung von synaptischen 
Vesikeln hin (Rummel et al. 2009; Peng et al. 2011). Kürzlich wurde die direkte Bindung von 
BoNT/D nur an SV2B gezeigt (Peng et al. 2011), allerdings bleibt die Interaktion sowohl in 
HCD als auch in SV2 unidentifiziert. Kroken et al. konnten die direkte Bindung von HCD an 
SV2 nicht bestätigen. Sie schließen aber nicht aus, dass es an der schwachen Affinität von 
HCD an SV2 liegen könnte (Kroken et al. 2011). Dabei ist auch anzumerken, dass die 
Gruppe um Dong 100-fach mehr HCD in ihrer Coimmunopräzipitation eingesetzt hatte als die 
Gruppe um Barbieri in ihrem GST-Pulldown/Coimmunopräzipitation (Kroken et al. 2011; 
Peng et al. 2011). Außerdem wurde kürzlich gezeigt, dass BoNT/D bei einem saurem pH-
Wert des Umgebungsmediums direkt über die Zellmembran in CGN und PC12-Zellen 
aufgenommen wird (Pirazzini et al. 2011). Im Gegensatz dazu wird BoNT/A, dessen 
Proteinrezeptor erwiesenermaßen SV2 ist, bei saurem Milieu nicht in diese Zellen 
aufgenommen. Wahrscheinlich befinden sich unter diesen experimentellen Bedingungen 
nicht ausreichend SV2 auf der Oberfläche der Zellen (Pirazzini et al. 2011). Dies spräche 
aber auch gegen SV2 als Rezeptor von BoNT/D. Nach diesem Resultat wäre es möglich, 
dass BoNT/D alleine durch Interaktionen mit Gangliosiden oder anderen synaptischen 
Vesikel Proteinen in die Nervenzelle aufgenommen wird. Ob SV2 als Proteinrezeptor von 
BoNT/D dient, bleibt also weiterhin unklar. 
Der zweite Loop V1251-S1262 nimmt eine signifikant andere Konformation an als es in den 
korrespondierenden Loops der anderen BoNT Serotypen der Fall ist. In HCA enthält der Loop 
fünf Aminosäuren, die direkt an der Bindung mit GT1b beteiligt sind (Rummel et al. 2004a; 
Stenmark et al. 2008). Deshalb wird dieser Loop im Folgenden als „konservierte 
Bindungsstelle“ bezeichnet. Die Funktion beider Loops für HCD wurde biochemisch näher 
untersucht. 
Neben dem Kristall der Apostruktur des HC-Fragments von BoNT/D konnte auch die 
Kristallstruktur von HCD im Komplex mit Sialinsäure (NAcNeu) gelöst werden. Dies gelang 




mit einer Auflösung von 2,0 Å (PDB: 3OBT). Die Bindung der Sialinsäure erfolgt im Bereich 
der Aminosäuren N1173, K1192 und W1238 an R1239 (Strotmeier et al. 2010) und wird im 
Folgenden als „Sialinsäurebindungsstelle“ bezeichnet. Diese Sialinsäurebindungsstelle 
überlappt zum Teil mit der Proteinrezeptorbindungsstelle in BoNT/B und G (Rummel et al. 
2007) und ähnelt der Sialinsäurebindungsstelle in TeNT, wobei das Arginin R1239 in HCD die 
funktionelle Rolle des R1226 aus der „R-Tasche“ in TeNT annimmt (Fotinou et al. 2001; 
Rummel et al. 2003; Strotmeier et al. 2010). Biochemische Daten unterstützen diese 
Beobachtung, da HCD die Potenz von TeNT und HCT die von BoNT/D im MPN Assay 
vermindert (Rummel et al. 2009). Dies lässt darauf schließen, dass sie um den gleichen 
Rezeptor kompetieren, der über das Arginin gebunden wird. 
Außerdem konnten mehrere Glycerinmoleküle im Co-Kristall von HCD mit Sialinsäure 
identifiziert werden. U.a. bindet ein Glycerin in dem bereits oben beschriebenen Bereich der 
konservierten Bindungsstelle (Loop V1251-S1262), welcher in HCA GT1b und in BoNT/B 
Sialyllactose bindet (Swaminathan und Eswaramoorthy 2000b; Stenmark et al. 2008). Dieser 
Bereich ist die konservierte Gangliosidbindungstasche. Daher wird vermutet, dass BoNT/D in 
diesem Bereich eine zweite Bindungstasche besitzt. Diese enthält aber im Gegensatz zu den 
anderen BoNT Serotypen nicht das konservierte Gangliosid-Bindungsmotiv und bindet 
deshalb vermutlich andere Kohlenhydrate bzw. neuronalen Polysialoganglioside mit niedriger 
Affinität an dieser Stelle.  
Der Bereich der konservierten Bindungsstelle (Loop V1251-S1262), die Sialinsäure-
bindungsstelle und der hydrophobe Loop F1242-Y1246 stellen somit potenzielle 
Bindungsbereiche in BoNT/D dar. Die Schlüsselstellen dieser Bereiche wurden mittels 
gerichteter Mutationsstudien näher analysiert.  
Zunächst wurde die Bindung an frisch isolierten Synaptosomen aus Rattengehirn untersucht, 
die komplexe Polysialoganglioside in physiologischer Umgebung auf ihrer äußeren Membran 
besitzen. Die Mutanten, die einen Effekt in diesem Assay aufwiesen, wurden als volle Länge 
BoNT-Mutanten generiert und ihre Toxizität im MPN Assay bestimmt. 
Die Mutationen von F1242 und Y1246 aus dem Loop F1242-Y1246 zu Alanin bzw. Serin 
zeigten sowohl eine verminderte Bindung an Synaptosomen als auch eine verringerte 
Toxizität im MPN Assay. Mittels dieses hydrophoben Bereichs könnte das HC-Fragment von 
BoNT/D mit der neuronalen Membran interagieren (Strotmeier et al. 2010).  
Tsukamoto und Mitarbeiter haben 2008 demonstriert, dass die Positionen E1114 und G1132 
eine Rolle in der Bindung spielen (Tsukamoto et al. 2008). In der Kristallstruktur ist aber zu 
erkennen, dass keiner der beiden Reste direkt an der Bildung der Sialinsäure- oder 
konservierten Bindungstasche beteiligt ist. Allerdings bildet E1114 eine Salzbrücke mit 




K1243 und stabilisiert dadurch den Loop Y1235-Y1246, der wichtig für die 
Sialinsäurebindung ist.  
Im Bindungsassay an Synaptosomen zeigte die Mutation des R1239 aus der 
Sialinsäurebindungsstelle in Alanin oder Tyrosin eine um 80 % bzw. 65 % reduzierte 
Bindung gegenüber HCD Wildtyp, da durch das Entfernen der Guanidiniumgruppe die 
Salzbrücke zur Sialinsäure zerstört wurde. Ebenfalls zeigten Mutationen an den Positionen 
W1238 und F1240 eine stark verminderte Bindung. Diese beiden Aminosäuren könnten mit 
der Galactose in der Kohlenhydratkette der Ganglioside interagieren, aber auch strukturelle 
Aufgaben haben (Strotmeier et al. 2010). In der Kristallstruktur der Mutante HCD-W1238A 
zeigte sich, dass aufgrund der Mutation von W1238A die Struktur des Loops Y1235-Y1246 
ungeordnet ist und nicht mehr der des HCD Wildtyps einspricht (Kroken et al. 2011). Das 
W1238 scheint den Loop Y1235-Y1246 also zu stabilisieren (Kroken et al. 2011). Im 
Gegensatz dazu entspricht in der Mutante HCD-F1240A die Struktur des Loops der des HCD 
Wildtyps (Kroken et al. 2011). Im MPN Assay konnte der Effekt der drei Mutanten R1239, 
W1238 und F1240 bestätigt werden. Sie zeigten alle eine stark reduzierte Neurotoxizität im 
Vergleich zum Wildtyp. Die Mutante R1239A wurde ebenfalls an Zwerchfellen von 
KO-Mäusen getestet, die nur noch die a-Serien Ganglioside exprimieren. Dabei zeigte sich 
eine weitere Reduktion in der biologischen Aktivität dieser Mutanten. Dies deutet darauf hin, 
dass es neben dieser Bindungstasche noch eine weitere Bindungsstelle für Ganglioside in 
BoNT/D geben muss. 
Durch biochemische Studien kann die Bedeutung dieses Bereiches für die Wechselwirkung 
mit Zellrezeptoren also bestätigt werden. Die zentrale Rolle spielt das R1239, analog zu 
TeNT, in dem auch ein Arginin (R1226) eine zentrale Rolle in der Bindung an Sialinsäure 
spielt (Fotinou et al. 2001; Rummel et al. 2003; Jayaraman et al. 2005; Chen et al. 2009). Es 
ist aber auch nicht auszuschließen, dass das F1240 eine wichtige Aminosäure für die 
Bindung darstellt (Kroken et al. 2011), wobei diese im Co-Kristall mit Sialinsäure weiter von 
der Sialinsäure entfernt positioniert ist als das R1239 und keine Interaktion mit der 
Sialinsäure eingeht. F1240 interagiert also eher mit einem membrannäheren Zuckerrest. 
Die Mutation K1192A in der Sialinsäurebindungsstelle, zur Zerstörung der Wasserstoff-
brückenbindung zur Sialinsäure, zeigte nur einen leichten Effekt bei der Bindung an 
Synaptosomen, wohingegen die Doppelmutante K1192A/R1239A die Bindung an 
Synaptosomen noch stärker reduziert als die Einzelmutation an der Stelle R1239 in Alanin 
oder Tyrosin. Im MPN Assay zeigte diese Doppelmutante kaum noch Aktivität. Dies lässt 
darauf schließen, dass die K1192 keine Rolle spielt, wenn R1239 vorhanden ist. Wenn die 
Guanidiniumgruppe an Position 1239 aber fehlt, könnte das benachbarte K1192 dessen 




Fehlen teilweise kompensieren. 
Die Mutationen in den Aminosäurepositionen D1233, Y1235 und V1251 aus der 
konservierten Bindungsstelle zeigen ebenfalls eine schlechte Bindung an Synaptosomen. Im 
MPN Assay weisen diese drei Mutanten einen moderaten Effekt gegenüber HCD Wildtyp auf. 
Dies deutet darauf hin, dass es sich in diesem Bereich um eine zweite 
Gangliosidbindungsstelle handelt, auch wenn das konservierte Gangliosid-Bindungsmotiv in 
diesem Bereich fehlt. 
Eine Doppelmutante, die D1233A aus der konservierten Bindungsstelle und R1239A aus der 
Sialinsäurebindungsstelle beinhaltet, zeigt kaum noch Bindung an Synaptosomen, da durch 
die Mutationen beide Bindungsstellen inaktiviert wurden und somit keine Bindung mehr 
erfolgen kann. Dies unterstützt die Theorie von zwei Rezeptorbindungstaschen in BoNT/D 
(Strotmeier et al. 2010). 
Zusammenfassend lässt sich aussagen, dass BoNT/D vermutlich gangliosidabhängig über 
zwei Kohlenhydratbindungsstellen an neuronale Membranen bindet. 
 
Identifizierung und Charakterisierung der Rezeptorbindungstaschen von 
Botulinum Neurotoxin Serotyp C (BoNT/C) 
Für BoNT/C wird schon länger diskutiert, ob es im Gegensatz zu den anderen BoNT 
ausschließlich über Ganglioside an die neuronale Zelle bindet und aufgenommen wird 
(Tsukamoto et al. 2005). BoNT/C besitzt nicht das konservierte Gangliosid-Bindungsmotiv 
E…H(K)…SXWY…G, sondern eine abgewandelte Form, bei der das Glycin und das Serin in 
der Primärsequenz die Positionen getauscht haben (GXWY . . . S) (Strotmeier et al. 2011). 
Bei dem Tryptophan dieses Motivs handelt es sich um das W1258, das bereits zuvor 
analysiert wurde. Durch Mutationen an dieser Position wurde die Bindung an 
Rattengehirnsynaptosomen und isoliertes Gangliosid GT1b stark reduziert (Tsukamoto et al. 
2008; Rummel et al. 2009). 
Um einen Anhaltspunkt für potenzielle Bindungstaschen in BoNT/C zu bekommen, wurde 
zunächst die Kristallstruktur des HC-Fragments von BoNT/C (N867-E1291) mit einer 
Auflösung von 2,2 Å in Kooperation mit R. Jin (Sanford-Burnam Institut, La Jolla, CA) 
bestimmt (PDB: 3R4U). Für alle Positionen war die Elektronendichte sichtbar und es zeigte 
sich, dass die Kristallstruktur von apo-HCC in ihrer Kernstruktur sehr ähnlich zu der 
Kristallstruktur der anderen BoNT HC-Fragmente ist. Parallel zu dieser Arbeit wurde die 
Kristallstruktur von HCC auch durch eine andere Arbeitsgruppe gelöst (Karalewitz et al. 2010, 
PDB: 3N7K, 2,5 Å, s. Tabelle 3), die zu unserer Kristallstruktur einen RMSD Wert von 8,07 Å 




(alle Peptidkettenatome; 8,15 Å: nur Cα-Atome (867-1290), G1057 und L1058 fehlen in 
3N7K) hat. Die HCN-Domäne von BoNT/C bildet genauso wie die HCND zwei antiparallele β-
sheets, die in einem jelly roll Fassmotiv angeordnet sind. Die HCCC nimmt eine β-trefoil-
Struktur an. Auffällig ist, dass die HCN und HCC-Domäne in der Struktur von HCC in einem 
Winkel von 17,2 ° zueinander stehen, was in den anderen BoNT Serotypen nicht vorliegt. Für 
weitere strukturelle Vergleiche wurden die Kristallstrukturen von HCA und HCB 
herangezogen, da diese beiden Serotypen sowohl biochemisch als auch kristallographisch 
am besten charakterisiert sind (Rummel et al. 2004a; Jin et al. 2006; Stenmark et al. 2008). 
Dabei stellten sich in mehreren exponierten Loops starke strukturelle Unterschiede heraus. 
Die größten Konformationsänderungen befinden sich in der HCC-Domäne in den drei Loops 
F1182-D1197 (Loop-1), R1251-Y1263 (Loop-2) und K1269-S1281 (Loop-3) (Strotmeier et al. 
2011). Loop-1 und Loop-3 befinden sich in der Nähe der konservierten Gangliosid-
bindungstasche der anderen CNT. Der zum Loop-3 korrespondierende Loop in HCA ist direkt 
an der Gangliosidbindung beteiligt und trägt auch das Gangliosid-Bindungsmotiv. In BoNT/C 
hingegen enthält der Loop-2 die Aminosäuren W1258 und Y1259, die Teil des 
abgewandelten Gangliosid-Bindungsmotivs in BoNT/C sind. Deshalb wird dieser Loop-2 im 
Folgenden als „WY-Loop“ bezeichnet. Der WY-Loop ragt trotz seiner hydrophoben 
Seitenketten aus der Oberfläche von HCC heraus, bildet so eher einen Ankerpunkt als eine 
Vertiefung und ist damit einzigartig unter allen BoNT HC-Strukturen. Die kürzlich gelöste 
Kristallstruktur von HCC durch eine andere Arbeitsgruppe bestätigte diese Anordnung 
(Karalewitz et al. 2010). Eine mögliche Rückfaltung des WY-Loops in Lösung in die Richtung 
von Loop-3 konnte mittels molecular dynamics simulations weitgehend ausgeschlossen 
werden (Strotmeier et al. 2011).  
Neben der Apostruktur des HCC wurde auch die Raumstruktur des HC-Fragments von 
BoNT/C mit daran gebundener Sialinsäure bestimmt. Dies gelang mit einer Auflösung von 
2,15 Å (PDB: 3R4S). An zwei Stellen hat je ein Molekül Sialinsäure gebunden. Diese beiden 
Stellen werden im Folgenden als Sia-1 und Sia-2 bezeichnet. Durch die Bindung der 
Sialinsäuren wurde keine Konformationsänderung im Vergleich zur HCC-Apostruktur 
induziert. Sia-1 liegt in der Nähe der Sialinsäurebindungsstelle in TeNT und BoNT/D bzw. 
der Proteinrezeptorbindungsstelle in BoNT/B und G (Emsley et al. 2000; Chai et al. 2006; Jin 
et al. 2006; Rummel et al. 2007; Strotmeier et al. 2010). Eine zentrale basische AS, die die 
Rolle der Arginine in TeNT (R1226) und BoNT/D (R1239) einnimmt, fehlt aber in diesem 
Bereich. Stattdessen zeigt die Carboxygruppe der Sialinsäure aus der Tasche heraus. 
Dadurch wird die Koordination sowohl des α- als auch des β-Anomers ermöglicht. Zudem 
gibt es in dem Bereich der gebundenen Sialinsäure viele Wasserstoffbrückenbindungen und 
hydrophobe Interaktionen. Durch diese beiden Charakteristika unterscheidet sich diese 




Bindungsstelle sehr stark von den äquivalenten Bindungstellen in BoNT/B, D, G und TeNT. 
Das Sialinsäuremolekül der Sia-2 Tasche war analog zu Gal und NAcGal im Kristall mit HCT 
(Emsley et al. 2000) auf der gegenüberliegenden Seite der konservierten Gangliosid-
bindungsstelle positioniert und bildet zu Y1169, D1171, N1180, Q1206 und T1207 
Wasserstoffbrückenbindungen aus.  
Somit haben sich anhand der Apo- und Co-Kristallstruktur drei potenzielle Bindungsstellen in 
BoNT/C ergeben: der WY-Loop, Sia-1 und Sia-2. Diese drei Bereiche sowie der Bereich, der 
der etablierten Gangliosidbindungstasche der anderen HC-Fragmente entspricht, und der 
Bereich homolog zur zweiten Rezeptorbindungstasche, die bislang in BoNT/B, G und TeNT 
identifiziert worden waren, wurden biochemisch näher analysiert. 
Die Bindung von radioaktiv markierten HCC-Mutanten wurde an Synaptosomen aus 
Rattengehirn untersucht, die Ganglioside in physiologischen Umgebung auf ihrer äußeren 
Membran enthalten. Die Mutation W1258L aus dem WY-Loop reduziert die Bindung auf ca. 
43 % gegenüber Wildtyp. Somit konnte das Ergebnis von Rummel et al. bestätigt werden 
(Rummel et al. 2009). Tsukamoto et al. zeigten, dass die Mutationen von W1258 zu Alanin 
und Phenylalanin die Bindung an Synaptosomen ebenfalls stark bzw. signifikant reduzieren 
(Tsukamoto et al. 2008). Auch die Bindung der Mutanten Y1179S bzw. L1203F aus dem 
Sia-1 Bereich ist im Vergleich zum Wildtyp stark abgeschwächt. Eine Doppelmutante mit je 
einer Mutation im WY-Loop und einer im Sia-1 Bereich (Y1179S/W1258L) vermindert die 
Bindung noch stärker. Die Mutationen im Sia-2 Bereich zeigen ebenso wie die Mutationen im 
Bereich der zweiten Rezeptorbindungstasche keinen Effekt auf die Bindung an 
Synaptosomen. Auch die beiden Arginine R1253 und R1260, für die von Barbieri und 
Mitarbeitern eine Beteiligung an der Gangliosidbindung vorgeschlagen wurde (Karalewitz et 
al. 2010), befinden sich im Bereich der zweiten Rezeptorbindungstasche. Mutationen an 
diesen beiden Stellen zeigen aber keinen Einfluss auf die Bindung an Synaptosomen. Somit 
kann eine Bindung von BoNT/C an die neuronale Membran über Ganglioside durch den 
Sia-2 Bereich und den Bereich der zweiten Rezeptorbindungstasche ausgeschlossen 
werden. Von den Mutanten aus dem Bereich der etablierten Gangliosidbindungstasche zeigt 
nur die Mutante S1281Y eine reduzierte Bindung an Synaptosomen. 
Zudem wurde die biologische Aktivität der volle Länge Mutanten im MPN Assay untersucht. 
Hierbei zeigten die Mutationen an beiden Positionen W1258 und Y1259 des WY-Loops eine 
starke Reduktion in der Neurotoxizität von BoNT/C. Diese Effekte sind aber eine 
Größenordnung geringer (10 zu 1 %) als die Effekte entsprechender Mutationen in der 
Gangliosidbindungstasche von BoNT/A, B und TeNT (Rummel et al. 2003; Rummel et al. 
2004a). Die Mutanten der Sia-1 Stelle vermindern die Neurotoxizität drastischer. Die 




Doppelmutante in dieser Bindungstasche (BoNT/C Y1179S/L1203F) reduziert die 
Neurotoxizität ähnlich wie die Einzelmutante BoNT/C L1203F alleine auf 1 % bzw. 0,5 %. 
Dies lässt darauf schließen, dass die Mutation an Position L1203 für eine Deaktivierung 
dieser Bindungstasche ausreicht. Im Kristall der Mutante HCC-L1203F wird zudem deutlich, 
dass das Phenylalanin den Platz für die N-Acetyl-Gruppe der Sialinsäure blockiert und 
folglich die Sialinsäure nicht mehr binden kann. Die Doppel- (BoNT/C Y1179S/W1258L) und 
Vierfachmutante (BoNT/C W1258A/Y1259A/Y1179S/L1203F) mit Mutationen sowohl im 
WY-Loop als auch in der Sia-1 zeigen die stärksten Effekte auf die Neurotoxizität (Strotmeier 
et al. 2011). Dies ist auf die Multiplikation der Einzeleffekte zurückzuführen. Die Mutante 
S1281Y aus dem Bereich der etablierten Gangliosidbindungstasche führt auch zu einer 
signifikanten Reduktion in der Neurotoxizität von BoNT/C. Da eine Rückfaltung des 
WY-Loops mittels molecular dynamics simulations weitestgehend ausgeschlossen werden 
konnte, könnte eine Gangliosidbindung in einer zweizähnigen Weise durch die terminale 
Sialinsäure und membrannahe Zuckerreste, z. B. des GT1b, an den WY-Loop bzw. den 
Bereich der etablierten Gangliosidbindungstasche um die Position S1281 erfolgen. Es ist 
aber auch nicht auszuschließen, dass sich der WY-Loop unter physiologischen Bedingungen 
oder nach Anlagerung eines Gangliosids in Richtung des Bereichs der etablierten 
Gangliosidbindungstasche um die Position S1281 orientiert, und so eine sandwich-ähnliche 
Bindungstasche um das Gangliosid bildet. Unterstützt wird diese These dadurch, dass die 
Effekte der Mutationen im WY-Loop weniger stark ausgeprägt sind als in der Sia-1 Region. 
Genauso wie im Synaptosomenassay zeigen die Mutanten aus der Sia-2 und dem Bereich 
der zweiten Rezeptorbindungstasche keine auffälligen Effekte im MPN Assay. Somit scheint 
BoNT/C mindestens zwei Bindungstaschen zu besitzen.  
Mittels ELISA wurde getestet, ob die potenziellen Bindungstaschen die Gangliosidbindung 
von BoNT/C vermitteln. Die getesteten Mutanten des WY-Loops, der Sia-1 und der 
etablierten Gangliosidbindungstasche zeigen eine deutlich verminderte Bindung an 
immobilisiertes GT1b im Vergleich zum Wildtyp. BoNT/C besitzt also mindestens zwei 
Taschen, die Bindung an Ganglioside vermitteln. Um die Rolle von Gangliosiden als 
potenzielle Rezeptoren für BoNT/C unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, 
wurden die Mutanten im MPN Assay an Gangliosid-defizienten Mäusen auf ihre 
Neurotoxizität analysiert. Diese DKO-Mäuse (Kawai 2001) exprimieren ausschließlich das 
Gangliosid GM3. An den DKO-Mäusen ist die Neurotoxizität der Mutanten sowohl aus dem 
WY-Loop als auch der Sia-1 noch stärker reduziert als an Wildtyp Mäusen. Eine solche 
weitere Reduktion ist in BoNT/B und G-Mutanten nicht zu beobachten, wenn deren einzige 
Gangliosidbindungstasche inaktiviert ist (Rummel et al. 2007). Wenn BoNT/C nur eine 
Gangliosidbindungstasche besitzen würde, sollte die Neurotoxizität der Mutanten mit 




inaktivierter Gangliosidbindungstasche an Wildtyp und DKO-Mäusen etwa gleich sein, da 
durch das Ausschalten der Tasche keine Ganglioside mehr gebunden werden können und 
es somit gleichgültig ist, ob Ganglioside vorliegen (Wildtyp-Maus) oder keine Ganglioside 
mehr exprimiert werden (DKO-Mäuse). Wenn die Neurotoxizität an den DKO-Mäusen aber 
noch stärker reduziert ist als an Wildtyp-Mäusen, zeigt dies, dass die Gangliosidbindung an 
den Wildtyp-Mäusen über noch eine weitere Gangliosidbindungstasche stattgefunden hat. 
Dies deutet daraufhin, dass BoNT/C auch unter physiologischen Bedingungen mindestens 
zwei Bindungstaschen besitzt, über die Ganglioside gebunden werden können. Die Sia-1 
Tasche interagiert mit Gangliosiden und der WY-Loop scheint an der Gangliosidbindung 
ebenfalls beteiligt zu sein (Tsukamoto et al. 2008; Rummel et al. 2009; Karalewitz et al. 
2010). Aufgrund dieser Resultate lässt sich postulieren, dass die Aufnahme von BoNT/C 
ausschließlich über Ganglioside vermittelt wird (Tsukamoto et al. 2005). Möglicherweise wird 
auch in einem späteren Schritt in der Aufnahme des Toxins ein Gangliosid durch ein bisher 
unbekanntes Glykoprotein ersetzt. Eine Bindung an Syt oder SV2 konnte bisher nicht 
nachgewiesen werden (Rummel et al. 2004b; Baldwin und Barbieri 2007; Rummel et al. 
2009; Peng et al. 2011). Ob die stimulationsabhängige Aufnahme von BoNT/C (Rummel et 
al. 2009) alleine über die Bindung an Ganglioside erklärt werden kann, muss in weiteren 
Experimenten untersucht werden. 
Zusammenfassend lässt sich über BoNT/C aussagen, dass es zwei strukturell bisher nicht 
bekannte Bindungsstellen besitzt, die beide die Bindung an Ganglioside vermitteln. BoNT/C 
ist also einzigartig in der Zellbindung und in seinem Aufnahmemechanismus unter den BoNT 
und ähnelt damit TeNT hinsichtlich der Existenz von zwei Gangliosidbindungsstellen. 
Dennoch muss es einen Unterschied im Sortiermechanismus zwischen BoNT/C und TeNT 
geben, da die beiden Toxine verschiedene Wirkorte besitzen. 
 
Insgesamt konnte für BoNT/D und BoNT/C sowohl die Kristallstruktur ihrer Bindungsdomäne 
HC als auch die Co-Kristalle mit Sialinsäure gelöst werden. Die Kernstruktur von HCD und 
HCC sind trotz geringer AS Sequenzidentität sehr ähnlich zueinander und zu der Struktur der 
anderen BoNT HC-Fragmente. Anhand dieser Kristallstrukturen und mittels Bindungsstudien 
konnten völlig neue Bereiche identifiziert werden, die an der Bindung von BoNT/D und C an 
die neuronale Zelle beteiligt sind. Dabei zeigte sich, dass in BoNT/D zwei Bereiche für die 
Bindung von BoNT/D an Ganglioside verantwortlich sind: die Sialinsäurebindungsstelle und 
der Bereich der konservierten Gangliosidbindungsstelle. Die Sialinsäurebindungsstelle in 
HCD überlappt zum Teil mit der Proteinrezeptorbindungsstelle in BoNT/B und G (Rummel et 
al. 2007) und ähnelt sehr der Sialinsäurebindungsstelle in TeNT. Eine weitere, vermutlich 




niedrigaffine Bindungsstelle (Loop V1251-S1262) konnte in HCD im Bereich der 
konservierten Gangliosidbindungsstelle identifiziert werden. BoNT/D bindet folglich über zwei 
Kohlenhydratbindungsstellen in einer gangliosidabhängigen Weise an die neuronale Zelle. 
Falls SV2 und insbesondere SV2B sich wirklich als der Proteinrezeptor für BoNT/D 
bestätigen sollten, bleibt deren genaue Bindungstasche weiterhin unbekannt. Es ist aber 
nicht auszuschließen, dass in einem späteren Schritt in der Aufnahme des Toxins ein 
Gangliosid durch einen Proteinrezeptor wie SV2 ersetzt wird. Dies bleibt zu untersuchen. 
In BoNT/C bindet die Sialinsäure in der Nähe der Sialinsäurebindungsstellen in TeNT und 
BoNT/D bzw. der Proteinrezeptorbindungsstelle in BoNT/B und G mit einem für BoNT 
einzigartigen Bindungsmodus. Eine weitere Bindungsstelle stellt der WY-Loop dar, der einen 
Teil des veränderten Gangliosid-Bindungsmotivs in BoNT/C enthält und trotz seiner 
hydrophoben Seitenketten aus der Oberfläche von HCC herausragt und dadurch einzigartig 
unter den BoNT ist. BoNT/C besitzt folglich zwei Bindungstaschen, über die Ganglioside auf 
der neuronalen Zelle gebunden werden können. Auch für BoNT/C ist zu vermuten, dass zu 
einem späteren Zeitpunkt ein bisher unbekanntes Glykoprotein ein Gangliosid ersetzt oder 
an einer bisher unbekannten Stelle bindet. 
So binden BoNT/C und D wie die anderen fünf Serotypen und TeNT an Ganglioside auf der 
neuronalen Zelloberfläche. Die Frage nach der Rolle eines Proteinrezeptors für die 
Aufnahme von BoNT/C und BoNT/D bleibt offen. 
Für die bisher identifizierten Bindungsstellen könnten gezielt Inhibitoren hergestellt werden, 
die die Bindung des BoNT an die neuronale Membran unterbinden und somit die Aktivität der 
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